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Aprendí que la valentía no es la ausencia de 
miedo, sino el triunfo sobre el miedo; el hombre 
valiente no es el que no siente miedo, sino aquel que 
lo conquista, y que después de escalar una montaña 
muy alta, descubrimos que hay muchas más por 
escalar. 
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Resumen y Abstract IX 
 
Resumen 
Los venenos de las serpientes son mezclas complejas de proteínas, péptidos, enzimas y 
trazas de moléculas no proteicas, en estas mezclas biológicas sin embargo predominan 
las moléculas de naturaleza peptídica (péptidos y proteínas), por lo que es posible 
establecer propiedades moleculares de las mismas basados en su análisis electroforético 
y cromatográfico.  
 
La comparación del contenido proteico de 15 muestras de venenos de serpientes de la 
familia Viperidae provenientes de diferentes regiones de Colombia se refleja en este 
documento mediante el empleo de la cromatografía líquida y electroforesis SDS- PAGE. 
 
El conocimiento de la ontogenética inter e intraespecies y la variabilidad del veneno 
individual y la ubicación geográfica, son de gran importancia para el diseño de protocolos 
de inmunización destinados a producir antivenenos poli-específicos más eficaces. Una 
consecuencia práctica de la evaluación de la reactividad cruzada de los antivenenos 
heterólogos es la posibilidad de eludir la disponibilidad restringida de antivenenos 
específicos de cada especie en algunas regiones. 
 
Palabras clave: Cromatografía líquida, SDS-PAGE, Veneno, Viperidae. 
 
Abstract 
Snake venoms are complex mixtures of proteins, peptides, enzymes and traces of non-
protein elements, in these biological mixtures, however, proteins predominate, so it is 
possible to establish the molecular features of the latter based on their electrophoretic and 
chromatographic analysis. 
 
The comparison of the protein content of 15 venoms of snakes of the family Viperidae from 
different regions of Colombia is reflected in this document by the use of Reverse-phase 
liquid chromatography (HPLC) and electrophoresis (SDS-PAGE). 
 
The knowledge of inter- and intra-species ontogenetics, the individual variability and 
geographic location venoms has been important for the design of immunization protocols 
to produce more effective polyspecific antivenins. A practical consequence of the cross-
reactivity evaluation of heterologous antivenins is the possibility of circumventing the 
restricted availability of species-specific antivenoms in some regions. 
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Los ofidios  o serpientes pertenecen a la clase de los reptiles. Actualmente hay descritas 
cerca de 3000 especies en todo el mundo, de las cuales tan sólo 250 especies son 
venenosas [1]. Se alimentan de animales vivos que tragan enteros, especialmente 
mamíferos (roedores), y aves, también de anfibios, lagartos, peces, insectos, arácnidos, 
huevos y, en algunas ocasiones, de otras serpientes, para lo cual han desarrollado 
diferentes características en su dentadura, lo que permite clasificarlos y, a su vez, 
identificar el tipo de maniobras de agresión, defensa, captura de sus presas [1]. En 
Colombia se encuentran dos familias de serpientes venenosas, Viperidae y Elapidae, con 
siete y seis géneros, respectivamente [1].  
 
Su mordedura causa efectos locales y sistémicos con diversas secuelas, además de una 
variedad de disturbios hematológicos y bioquímicos, los cuales en la mayoría de los casos 
llevan a la muerte [1]. El diagnóstico por mordedura de serpiente, depende de la condición 
del paciente (signos clínicos) y si es posible, de la identificación del espécimen. Su 
tratamiento se basa en brindar un soporte hemodinámico al paciente mientras las toxinas 
son eliminadas del organismo y en controlar los efectos de las toxinas mediante el manejo 
adecuado del antiveneno ofídico [1,2]. 
 
Los componentes y mecanismos de acción de las toxinas presentes en los venenos son 
muy variados, donde se encuentran componentes no proteicos (inorgánicos y orgánicos) 
tales como carbohidratos y sales, y proteicos con acción necrotizante, coagulante o 
hemorrágica, entre otras [1], algunos de estos compuestos han sido aislados y 
caracterizados o descritos como toxinas letales, o se les han atribuido acciones  potentes 
sobre proteínas específicas como, por ejemplo, las involucradas en la coagulación 
sanguínea [1,2].  
 
En estas mezclas biológicas sin embargo predominan péptidos y proteínas, por lo que es 
posible establecer las características cualitativas de los mismos basados en su análisis 
electroforético y cromatográfico. Usando la técnica de electroforesis (en geles de 
poliacrilamida) y cromatografíca como HPLC se pueden analizar los perfiles de los venenos 
de diferentes especies de serpientes [4].  
 
El conocimiento de la ontogenética inter e intraespecies, y la variabilidad del veneno 
individual y geográfica es de gran importancia para el diseño de protocolos de inmunización 
destinada a producir antivenenos poli-específicos más eficaces. Una consecuencia 
práctica de la evaluación de la reactividad cruzada de los antivenenos heterólogos es la 
posibilidad de eludir la disponibilidad restringida de antivenenos específicos de cada 







La ofidiotoxicosis o accidente ofídico es una intoxicación producida por la inoculación de 
veneno al organismo de la víctima, a través de la mordedura de una serpiente venenosa  
que lesiona los tejidos y/o causa un cuadro clínico característico, provocando alteraciones 
fisiopatológicas locales o sistémicas [1].  
Los venenos de las serpientes son secreciones tóxicas de glándulas especializadas, 
diseñados y perfeccionados a lo largo de la cadena evolutiva para favorecer la 
supervivencia de estos animales en su ambiente natural. Teniendo en cuenta la amplia 
distribución geográfica de las serpientes a lo largo y ancho del planeta existe también gran 
variabilidad y especialización en cuanto a sus características biológicas y los aspectos 
tóxicos de los venenos en función de su hábitat [1].  
 
El accidente ofídico tiene valor en salud pública, Colombia al ser un país tropical con 
ambientes apropiados de hábitat de diversidad de ofidios venenosos, en las diferentes 
regiones, con condiciones no solo geográficas y climáticas sino también socioculturales y 
demográficas, permite que en la población se aumente la susceptibilidad de sufrir una 
mordedura, provocando el incremento de la morbilidad no solo de personas sino también 
de animales [1]. 
 
La familia Viperidae es la más importante desde el punto de vista médico, dentro de esta 
familia están los géneros Bothrops, Porthidium, Bothriopsis y Bothriechis los cuales son 
responsables del 90 – 95% de los accidentes ofídicos en Colombia. Las especies Bothrops 
asper (70%) y Porthidium nasutum (10%), ocasionan más del 80% de las mordeduras en 
el noroccidente del país, mientras que la especie Bothrops atrox causa la mayoría de 
accidentes en el sur del país [2]. 
 
Comportamiento del accidente ofídico en Colombia 
 
A continuación se transcriben los resultados obtenidos para la semana 52 del año 2015, 
semana 52 de 2016 y semanas de 35 a 40 de 2017 según el Boletín epidemiológico del 
Instituto Nacional de Salud (INS) en cuanto a lo que tiene que ver con el accidente ofídico 
en Colombia. De las regiones Occidente (1350 casos) y Costa Atlántica (1180 casos) 
proceden la mayor cantidad de casos en el 2015. Antioquia con el 17,0 % de los casos, 
Córdoba con el 6,2%, Bolívar con el 6,0 %, Norte de Santander con el 5,6 %, Cesar y Meta 
con el 5,4 % cada una; Chocó con el 4,7 %, Santander con el 4,2%, Caquetá con el 3,8 % 
y Arauca con el 3,1% registraron la mayor proporción de casos; estos diez departamentos 
registran el 61,4% de los casos. La incidencia de accidente ofídico en el país es de 8,7 
casos por 100000 habitantes; la Orinoquía y la Amazonia registran la mayor incidencia con 
35,2 y 32,9 casos respectivamente. El total de casos de accidente ofídico notificados al 
finalizar el año 2015 fue de 4201, con letalidad del 0,74% [7] (Figura 1, panel A). 
 
En el año 2016, por procedencia, Antioquia, Córdoba, Norte de Santander, Cesar, Meta, 
Bolívar, Santander, Caquetá, Chocó y Casanare notificaron el 60,5% de los casos [6]. Al 
finalizar el año se notificaron en total 4636 casos de accidente ofídico. Las regiones 
Amazonía y Orinoquía registraron mayor proporción de incidencia con 40,0 y 35,3 casos 
por 100000 habitantes respectivamente, la incidencia en el país fue de 9,5. Las mayores 
incidencias se registran en Guaviare, Vaupés, Amazonas, Vichada, Arauca, Casanare y 
Caquetá [6] con una letalidad registrada de 0,4% [6] (Figura 1, panel B). 
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Para el año 2017, en las semanas epidemiológicas 35 a 40, se observó un aumento en el 
evento de accidente ofídico por encima de los límites superiores establecidos para cada 
semana. Se observó además un acumulado en aumento en el año, basándose en la suma 





Figura 1.Resumen epidemiológico del accidente ofídico. 
  
Incidencia de accidentes ofídicos por entidad territorial de procedencia, año 2015 (panel A), año 2016 (panel B). Accidentes 






En la semana 38, las entidades territoriales priorizadas con presencia de minería ilegal, 
notificaron 40 casos, con corte a la semana epidemiológica 36, siendo Antioquia, Bolívar y 
Boyacá las entidades territoriales que más aportan casos. Los eventos de accidente ofídico 
se mantienen por encima de lo esperado para la semana epidemiológica 40, donde los 
casos acumulados notificados corresponden a 3485 mostrando aumento para el año 2017 
ya en la semana 46, el evento de accidente ofídico se encuentra dentro de los límites 




El antiveneno sigue siendo la inmunoterapia más efectiva para el tratamiento de las 
víctimas que han sufrido envenenamiento o accidentes por mordedura de serpientes 
venenosas. A pesar de los progresos en la preparación de los antivenenos convencionales, 
el riesgo de reacciones adversas permanece, y aunque los anticuerpos que enriquecen al 
antiveneno justifican su actividad de neutralizar las toxinas de los venenos, sus efectos 
colaterales no han sido eliminados [8]. 
 
Los antivenenos convencionales son preparados a partir del plasma de caballos 
inmunizados con veneno de una única especie de serpientes, o una mezcla de veneno de 
diferentes especies. El propósito de la inmunización es proveer altos títulos de anticuerpos 
de gran afinidad que se unan a las toxinas y las neutralicen. El 95% de las 
Inmunoglobulinas que comprende el antiveneno, no son terapéuticas y por tanto 
contribuyen  a los efectos colaterales del antiveneno [8]. Las reacciones adversas al suero 
pueden ser de dos tipos, anafilácticas (causada por un mecanismo inmunológico que 
incluye un anticuerpo que se fija a la célula o basófilo y reacciona con algunos alérgenos) 
y anafilactoides (presentan síntomas similares a los de la anafilaxia, pero son 
desencadenadas por mecanismos no mediados por anticuerpos)  [51], según Frauches y 
colbs. [8] se estima que entre un 37 y 87% de los pacientes sufren recurrentes reacciones 
anafilácticas que requieren tratamientos con otros medicamentos, mientras que Gómez y 
colbs. [51]  sugiere que las reacciones anafilácticas se presentan en menos del 5% de los 
casos, y que las anafilactoides se presentan en el 25% de todos los casos. 
 
La complejidad de la producción de antivenenos, en particular, la importancia de la 
preparación de mezclas de veneno de serpiente apropiados para la producción de plasma 
hiperinmune (fuente de inmunoglobulinas del antiveneno), la disminución del número de 
productores y la fragilidad de los sistemas de producción en los países en desarrollo ponen 
en peligro aún más la disponibilidad de antivenenos eficaces en África, Asia y Sur América. 
La mayor parte de los productores actuales se encuentran en países donde se requiere 
mejorar la aplicación de estándares de calidad y seguridad [9], el INS es uno de los dos 
productores de antiveneno en Colombia. 
 
Debido a que existe variación en la composición del veneno y antigenicidad  (capacidad 
de producir una respuesta inmune específica) dentro de la gama geográfica de una sola 
especie taxonómica, así como otras causas de la variación intra- especies (tales como 
cambios de acuerdo a la edad del espécimen), es necesario tomar muestras 
representativas de venenos, agruparlas a partir de las serpientes de diferentes orígenes 
geográficos y edades y evaluar su composición esto con el fin de apoyar el diseño de la 
inmunización de mezclas de veneno de serpiente que se utilizan en la producción de los 




Lo anterior, asegurará la disponibilidad sostenible de inmunoglobulinas de antivenenos 
eficaces y seguros, no solo a nivel mundial [9] sino también en Colombia. La necesidad de 
diseñar antivenenos apropiados, está soportada en el conocimiento de base (biológico y 
bioquímico) de la materia prima de la que se parte que en este caso corresponde a los 
venenos de serpiente. Estableciendo venenos de referencia se garantiza la producción de 
antivenenos bajo estándares de calidad establecidos en la normatividad vigente.  
 
Pregunta de investigación: 
 
¿Se pueden usar los perfiles cromatográficos y electroforéticos para detectar diferencias 
inter e intra especie en las proteínas presentes en venenos de serpientes de la familia 




La gran variación intra e interespecífica en la composición química y en las actividades 
toxicológicas de los venenos de serpiente debido a múltiples factores como, ubicación 
geográfica, tipo de alimentación y estado fisiológico del reptil, hace necesario establecer 
patrones de composición proteica para cada una de las especies venenosas presentes en 
Colombia, principalmente de aquellas causantes de la ofidiotoxicosis [4]. El Instituto 
Nacional de Salud, como entidad nacional pública que tiene a su cargo la producción del 
antiveneno en Colombia, quiso desarrollar este proyecto buscando mejorar la calidad del 
antiveneno mediante el análisis bioquímico de los venenos de inmunización. 
 
El INS acogiéndose a la guía de producción de IgG de la OMS [9], mediante pruebas 
biológicas ha visto la similitud entre las toxinas de los venenos de diferentes especies que 
pueden resultar en una neutralización cruzada al emplear un mismo antiveneno, por lo que 
en la práctica, allí se han reducido el número de venenos requeridos para la preparación 
de antivenenos poli-específicos por lo cual vieron la necesidad de establecer una 
preparación de veneno de referencia nacional o regional que pueda ser usada para 
ensayar la capacidad de neutralización de los antivenenos. 
 
Esta guía de producción de IgG  de la OMS para el control de la producción y regulación 
de inmunoglobulinas en el antiveneno de serpiente, menciona que la selección del veneno 
de serpiente más apropiado para la producción de antiveneno (Figura 2) necesita ser 
analizado teniendo en cuenta lo siguiente [9]: 
 
- Región geográfica donde el antiveneno va a ser usado. 
- Especies de serpientes de importancia médica de la región geográfica donde el 
antiveneno va a ser usado y la variabilidad de la composición del veneno dentro de 
la región de distribución de estas especies. 
- La información de la neutralización cruzada del antiveneno contra los venenos de 
especies no incluidas en la mezcla del veneno usado en la inmunización de 
animales para la manufactura del antiveneno. 
 
Esta misma guía menciona que la calidad de los venenos usados como estándares de 
referencia para el control de calidad de los laboratorios y las autoridades de regulación 
nacional, es crítica. Por tanto recomienda establecer los estándares de referencia 
nacionales para venenos, el cual cubre la variabilidad intraespecie [9]. Estableciendo la 
referencia de los venenos se asegura que los antivenenos producidos pueden ser 
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ensayados contra los venenos relevantes en cada región y/o país específicamente, 
además que esta información debe ser incluida en el dossier técnico que soporta la 











































Figura 2.Proceso general para la manufactura de antivenenos.. 
Esquema general para la fabricación de antivenenos el cual parte desde la supervisión de los animales usados en la 
inmunización y colecta de veneno hasta el fraccionamiento de IgG, formulación, envase y acondicionamiento del producto 
final [9]. 
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De esta manera la información bioquímica y biológica de cada lote de veneno constituye 
una evidencia de su composición; la guía de producción de IgG de la OMS, establece que  
se debe evaluar entre otros parámetros, las características bioquímicas del veneno como 
la concentración de proteínas por gramo, perfiles electroforéticos (SDS-PAGE, en 
condiciones reductoras y no reductoras) y los perfiles cromatograficos en fase reversa o 
exclusión por tamaño [9].  Estos parámetros electroforéticos y cromatográficos se utilizan 
para hacer una comparación cualitativa de la componsición proteíca de los venenos [10]. 
Algunos autores han analizado los patrones electroforéticos y cromatográficos de venenos 
de serpiente como un paso previo para la producción de antivenenos, con el fin que sean 
usados como una referencia en la evaluación de su pureza, ya sea para optimizar la 
producción de sueros o para la posterior identificación de nuevos componentes bioactivos 
[4].  
 
Aunque existen reportes con respecto a la composición proteica de venenos de serpiente 
de Colombia [17, 18, 22, 23, 24, 25, 26, 32, 33, 34, 48, 57], este es el primer trabajo que 
involucra una comparación más amplia al emplear 15 muestras de venenos de especies 
de serpientes de la familia Viperidae, procedentes de diferentes regiones de Colombia. Por 
tal razón, se espera contribuir a la caracterización bioquímica de los venenos de serpientes 
locales, particularmente de algunos que hacen parte de la colección del banco de venenos 
de serpientes del Instituto Nacional de Salud (INS) quien es uno de los dos proveedores 











1.1 Objetivo general 
Caracterizar el contenido proteico de venenos de serpientes de la familia Viperidae 
provenientes de diferentes regiones de Colombia mediante el empleo de cromatografía 
líquida y electroforesis. 
1.2 Objetivos específicos 
• Establecer las condiciones de trabajo para las técnicas de cromatografía líquida (HPLC) 
en fase reversa y electroforesis en gel de poliacrilamida que permitan hacer una separación 
eficiente de las proteínas presentes en venenos de serpientes de la familia Viperidae. 
• Obtener los perfiles cromatográficos y electroforéticos de las proteínas presentes en  
venenos de serpientes de la familia Viperidae provenientes de distintas regiones 
geográficas de Colombia. 
• Comparar los perfiles proteicos tanto cromatográficos como electroforéticos de venenos 







2. Marco teórico 
Las serpientes venenosas abarcan aproximadamente unas 300 especies en todo el 
mundo, estando distribuidas en 4 familias: Viperidae, Elapidae, Hidrophidae y Colubridae, 
teniendo esta última solo unas pocas especies venenosas. Las serpientes que ocasionan 
mayor incidencia de envenenamientos pertenecen a las familias Elapidae y Viperidae, 
donde las primeras contienen un veneno elevadamente neurotóxico, mientras que las 
serpientes de la familia Viperidae generan severos daños locales y sistémicos que incluyen 
edema, hemorragia, hipotensión, trastornos en la coagulación sanguínea y necrosis [11]. 
En la figura 3, se observa la filogenia de las serpientes de acuerdo al nivel de la 
superfamilia Colubroidea [12] (a nivel mundial); en la tabla 1 se observa la filogenia de la 






















Tabla 1.Filogenia de la familia Viperidae en Colombia [12]. 
12 Análisis comparativo del contenido proteico de venenos de serpientes de la 
familia Viperidae de diferentes regiones de Colombia mediante el empleo de 
cromatografía líquida y electroforesis 
Título de la tesis o trabajo de investigación 
 
2.1 Distribución de las serpientes venenosas en Colombia 
Cerca de 4.000 mordeduras de serpiente son anualmente reportadas en Colombia,  90–
95 % son infringidas por mordedura de serpientes de los géneros Bothrops, Porthidium, 
Bothriechis, Bothriopsis, y Bothrocophias, especialmente por B. asper (50–80 %); 2 % por 
Lachesis spp.; 1 % por la serpiente Crotalus durissus cumanensis; 1 % por serpientes coral 
(Micrurus spp.); y el resto 1–5 %, por serpientes con dentición aglifus y opisthoglifus, 
principalmente de la familia Colubridae (Figura 3, pág. 11). La tasa de fatalidad de 
envenenamiento por mordedura de serpiente en Colombia es 1–3 %, un alto porcentaje en 
las regiones de la Orinoquia y Amazonia, donde el 6 % de los pacientes sufre algún tipo 
de secuela, principalmente como resultado de dermonecrosis y mionecrosis. La especie B. 
asper es la responsable del 60–90 % de las muertes secundarias a la mordedura de 
serpiente [3]. Siendo para Colombia importantes los géneros: Lachesis, Crotalus y 
Bothrops [13].  
 
En este trabajo se incluyeron venenos de especies de serpientes de los géneros 
Bothriechis, Bothriopsis, Bothrops, Crotalus, Lachesis y Porthidium, cuyas características 




Conocidas con los nombres de Víbora de tierra fría, cabeza de candado, víbora de pestaña, 
colgadora, oropel (Figura 4). Está distribuida en tierras húmedas de las regiones Pacífica 
y Andina (Cordillera central) y noroccidente de Colombia, Valle interandino del río Cauca y 
habitán altitudes de 0 - 2.640 m.s.n.m en áreas naturales [3, 49, 50] (Figura 4).  
 
 
Figura 4.Serpiente Bothriechis schlegelii y ubicación geográfica.  Fotos: Otero-Patiño [3]. 
Poseen series de pequeñas escamas superciliares, usualmente en forma de espinas, entre 
ocular y supraocular o sin escamas superciliares. Poseen patrón de manchas triangulares 
o barras verticales color pardo-rojizo sobre un fondo verdoso; o fondo amarillo o pardo-
rojizo, a veces esencialmente sin patrón pero con un gran número de puntos o flecos de 
pigmentación secundaria [49]. 
Género Bothriopsis 
Es importante señalar que hay pocos estudios sobre aspectos epidemiológicos y clínicos 
del envenenamiento por el género Bothriopsis [40], sin embargo se resumen algunas de 
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las características más representativas, el género Bothriopsis incluye seis especies de 
pequeñas a grandes (algunas exceden los 150 cm). Muestran adaptaciones arbóreas, con 
patrón de colores críptico que puede contener una considerable cantidad de verde. Su 
morfología aún permanece desconocida. Se han encontrado en tierras bajas de bosques 
lluviosos asociados a cursos de agua en la Amazonía Colombiana, Peruana, Boliviana, y 
Ecuatoriana, pero sus hábitats son apenas conocidos [49].  
Bothriopsis bilineata 
Entre los nombres locales se incluyen lora, lorita. El color de base del dorso es verde palido 
con fino punteado negro, a veces con manchas dorsolaterales rojizas; una línea 
ventrolateral continua. La distribución vertical es de cerca del nivel del mar 
aproximadamente a 1000 m [49]. 
Género Bothrops 
Veinte (20) especies están distribuidas en el continente suramericano, principalmente en 
la altiplanicie y tierras bajas. La característica de estas serpientes está dada por una fosa 
entre la ventana de la nariz y el ojo [13]. Algunas especies son pequeñas, raramente 
exceden 50 -70 cm de longitud total, mientras que unas pocas alcanzan los 200 cm o más 
[49]. Presentan variedad en cuanto a patrón y colores. El color dorsal de fondo puede ser 
bronce, marrón, oliva, gris, marrón grisáceo, rosado, o casi negro. El dorso de la cabeza 
usualmente no presenta marcas y tiende a ser del mismo color del dorso o ligeramente 
oscuro [49].  
 




Conocida también con los nombres de barba amarilla, cuatronacrices, equis rabo de 
chucha, mapaná, equis, boquidorá, terciopelo, damá, tapa, en las regiones de Antioquia y 
Chocó [3] (Figura 4). Se distribuye en los bosques lluviosos de la región Caribe, Pacífica y 
Andina (Cordillera Central), Cordillera occidental, Valle interandino del río Cauca, según 
Campbell and Lamar [49] la distribución vertical es almenos 2640 m en Colombia, y según 
Castro y Vargas [50] se encuentra en altitudes de 0 –1,600 m.s.n.m. (Figura 5).   
 
 
Figura 5.Serpiente Bothrops asper y ubicación geográfica. Fotos: R.Otero-Patiño y Warrell D. [3].   
Bothrops atrox 
14 Análisis comparativo del contenido proteico de venenos de serpientes de la 
familia Viperidae de diferentes regiones de Colombia mediante el empleo de 
cromatografía líquida y electroforesis 
Título de la tesis o trabajo de investigación 
 
 
Conocida como cuatro-narices, jergón, jararacá, mata caballo, montañosa, pudridora, 
putrificador, terotero. Se distribuye en los bosques lluviosos de la región de la Orinoquia y 
Amazonia y en los llanos orientales, en las áreas de pie de monte [3], con distribución 
vertical en Colombia de elevaciones cercanas a los 1500 m [49] (Figura 6). 
 
 
Figura 6.Serpiente Bothrops atrox y ubicación geográfica. Fotos: Warrell D. [3]. 
Género Crotalus 
Estas serpientes son llamadas popularmente cascabel por contar con uno en su cola. Son 
poco comunes, pero la mortalidad asociada con sus mordeduras puede ser del 72% en 
casos no tratados [13]. Se han clasificado 26 especies de Crotalus, 24 de las cuales se 
encuentran en México; solo 2 están en el resto de Latino América [13].  En Sur América 
predomina la especie Crotalus durissus [13], y se distribuyen en todo el continente excepto 




En Colombia se ha encontrado en tierras bajas del Caribe desde el Departamento de 
Cordoba hasta el departamento de la Guajira [49], así como en tierras secas o semisecas 
del valle bajo y alto del río Magdalena (en el departamento del Huila), Orinoquia y norte de 
la Amazonia (Rio Yarí) [3, 49]. En el oriente de los Andes se halla a través de los Llanos, 
principalmente en el norte del Río Guayavero/Guaviare [49]. Tinoco (1978) informó que 
esta especie podía habitar en altitudes de hasta los 2,000 m.s.n.m en Colombia [3, 49]. Sin 
embargo, el mayor rango de hábitat de C. durissus está por debajo de los 1000 m en tierras 
bajas tropicales y subtropicales; no obstante se cuenta con un registro de esta especie a 
2040m en la Sierra Nevada de Santa Marta [49].  
 
Las serpientes de esta especie C. durissus son largas, corpulentas, y terrestres. El patrón 
de color es extremadamente variable. El color de fondo puede ser pardo oscuro pálido, 
gris-pardo, rojizo pardo, rojo bronce, gris ceniza pálido, bronce rosáceo, o casi negro [49]. 
(Figura 7) [3]. 
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Figura 7.Serpiente Crotalus durissus y ubicación geográfica. Fotos: Warrell D. [3]. 
Género Lachesis  
Las especies de este género son consideradas las serpientes más largas (entre 3,7 y 4 m 
de longitud). En general los adultos tienen color del suelo que es rosáceo bronce, naranja 
bronce, rojizo marrón o amarillento, pero varía considerablemente. Los jóvenes tienden a 
tener colores más oscuros que los adultos. Este género lo forman pocas especies por lo 
que están menos dispersas geográficamente [13, 49]. 
 
Lachesis acrochorda 
Conocida como Verrugoso/a, piña, epere, burrú, diamante (Figura 8). Comunmente excede 
los 200 cm. Se encuentra distribuida en el bosque lluvioso de las regiones Pacífica y 
Andina, noroccidente de Colombia [3] y costa Atlántica en altitudes de 0-300 m.s.n.m. [50] 
y entre 500 – 1000 m, llegando a encontrarse hasta los 1600 m [49] (Figura 8). 
 
 
Figura 8.Serpiente Lachesis acrochorda  y ubicación geográfica (Lachesis acrochorda/ L. muta). Fotos: Otero-
Patiño [3]. 
Lachesis muta 
Se conoce como cuaima, culebra sibucáno, diamante, macaurel, mapaná rayo, mapanare, 
martiguaja, montuno, nawii, surucucú. Se encuentra distribuida en regiones de la Orinoquia 
y Amazonia, como sobre el río Meta y Río Vichada [49] (Figura 8). 
 
16 Análisis comparativo del contenido proteico de venenos de serpientes de la 
familia Viperidae de diferentes regiones de Colombia mediante el empleo de 
cromatografía líquida y electroforesis 
Título de la tesis o trabajo de investigación 
 
Género Porthidium  
 
El género Porthidium comprende nueve especies de pequeñas serpientes terrestres. 
Presentan cuerpos delgados o relativamente corpulentos, longitudes de cerca de 55 cm a 
más de 75 cm.  Este género ha estado sujeto a mucha confusión taxonómica, y ha sido 




Conocida como patoco, patoquilla, veinticuatro, tugu, saltona, trabichuri. Presenta 
manchas dorsales del cuerpo mayormente yuxtapuestas a cada lado de la línea vertebral 
(Figura 9, Panel A). Se encuentra distribuida en tierras húmedas y semisecas del costado 
nororiente y noroccidente de Colombia como son la región caribe, costa plana arida y 
semiárida del norte antioqueño y Chocó (vertiente del río San Juan), río Sinú (Cordoba), 
también ha sido hallada en valle bajo del río Magdalena hasta el sur de Honda, Tolima. La 
distribución vertical se extiende desde cerca del nivel del mar hasta menos de 1270 m, se 
ha reportado su presencia a alturas desde 1000 – 1075 m en la Sierra de Perijá  [49] (Figura 




Se le ha dado el nombre de cabeza de candado, cachetona, equis-veinticuatro, hilván, 
patoco, patoquilla real, víbora pajonera (Figura 9, Panel C) [3]. Habitan en bosques 
tropicales muy húmedos y húmedos. En Colombia se distribuye en  las llanuras del 
Pacífico, el Caribe y en la cordillera occidental [3]. Se encuentran registros de distribución 




Figura 9.Serpiente Porthidium lansbergii (Panel A), Serpiente Porthidium nasutum (Panel B) y ubicación 
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2.2 Componentes de los venenos de serpiente de la 
familia Viperidae 
Los venenos de serpiente son secreciones de naturaleza seromucosa cuyos componentes 
se pueden clasificar de forma muy general y atendiendo criterios fármaco-cinéticos, en 
toxinas o enzimas, haciendo la salvedad que hay componentes de venenos que muestran 
ambos tipos de actividad [16]. 
 
Por otra parte, los componentes de los venenos se pueden clasificar de acuerdo a su 
capacidad para provocar una respuesta inmune en la víctima. Desde este punto de vista, 
el veneno de serpiente tiene dos tipos de componentes: a) componentes inmunogénicos, 
los cuales son proteínas que constituyen más del 98% del veneno según León y colbs. [15] 
o más de 90 % según Ramos y colbs. [53]  en peso seco e incluye toxinas capaces de 
inducir efectos tóxicos relevantes así como también proteínas no tóxicas, y b) componentes 
no inmunogénicos, tales como aminoácidos, nucleótidos, carbohidratos, lípidos y aminas 
biogénicas, las cuales constituyen menos del 2% del veneno en peso seco [15]. 
 
A partir de estudios de venómica se ha demostrado que aunque el veneno de serpiente de 
la familia viperidae está compuesto por varias proteínas, todas ellas pertenecen a un 
pequeño grupo de familias de proteínas, incluyendo metaloproteinasas dependientes de 
Zn+2 (svMPs), Serinproteinasas (SP), Fosfolipasas (PLA2), L-amino ácido oxidasa (LAO), 
desintegrinas, lectinas tipo C (CTL) y proteínas similares a lectinas, péptidos natriuréticos, 
proteínas de secreción rica en cisteína (CRISPs) e inhibidores de proteasas tipo Kunitz 
[15]. 
 
Cada familia de proteínas posee ciertas propiedades que determinan su inmunogenicidad, 
entre ellas su tamaño y por tanto su masa molecular (Tabla 2), estructuras terciarias y 
modificaciones post-traduccionales. Además, diferentes proteínas están presentes en una 
concentración variable en los venenos, un factor que también influencia su 
inmunogenicidad [15]. Lo anterior se ve reflejado en los reportes de la literatura existentes 
con respecto a la composición proteica de venenos de diferentes géneros de la familia 
Viperidae los cuales se resumen en las secciones siguientes. 
 
 
Familia de proteínas Características Masa molecular (KDa) 
 
Metaloproteinasas Compuestas por un dominio de enlace único  Zn+2 Metaloproteinasa (Dominio 
catalítico). 
Poseen un dominio desintegrina en adición al dominio catalítico. 
 
Comprende dominios metaloproteinasa, similar a desintegrina y rica en cisteína.  
P-I SVMPs, 20 -30 
 
P-II SVMPs, 30 -60 
 
P-III SVMPs, 50 -70 
Serinproteinasas Conservan triadas catalíticas (Ser, His, Asp) 25 -70 
Fosfolipasas (PLA2) Clase II. Estructuras multimericas que incluyen moléculas dimericas, trimericas y 
pentamericas. 
14-18 
L-amino acido oxidasas Generalmente como glicoproteínas homodimericas y unas pocas monomericas. 110 – 150 
Desintegrinas Monomeros o dimeros. Homo o heterodimeros, con fragmentos que contienen 
dominios adicionales (tales como dominios ricos en cisteína). 
4 - 15 
Lectinas tipo C y proteínas 
similares  
Compuestos monomericos (Lectinas tipo C). 
Compuestos heterodimeros (proteínas similares a Lectinas tipo C  ) 
~ 30 
Tabla 2. Masas moleculares de las principales toxinas de los venenos de serpientes de la familia Viperidae. 
Principales familias de proteínas encontradas en los venenos de serpiente y sus masas moleculares [15, 54].  
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2.2.1. Proteínas del veneno del género Bothrops 
 
Existen en la actualidad reportes del contenido proteico de venenos para las especies 
asper y atrox del género Bothrops, estas familias de proteínas corresponden en 
composiciones variables a un total de 8, en el veneno de B. asper: svMPs (41 – 44%), 
PLA2 (29-45%), SP (4-18%), LAO (5-9%), desintegrina (1-2%), CTL y proteínas similares 
(0,5%), proteínas secretoras ricas en cisteína (CRISP) (0,1%), y fragmento -DC (<0,1%) 
(Tabla 3) [17].  
 
En estudios previos, han nombrado algunas toxinas, desarrollado su secuenciación y  
determinado sus pesos moleculares y algunas de sus propiedades (masa molecular, pI y 
pH) [17] (Tabla 3). 
 






a (kDa) b c   
Fosfolipasa A2, D49 PLA I 32  ácida  - - 
PLA II 16 ácida  - - 
PLA2 1 11 ácida  - - 
PLA2 2 11 ácida  - - 
PLA2 3 29 ácida  - - 
miotoxina 1 15 básica  - - 
miotoxica PLA2 15  básica  - - 
miotoxina III 15 básica  P20474 - 
Fosfolipasa A2, K49 miotoxina II 15 básica  P24605 1CLP 
miotoxina IV 15 básica  - - 
Fosfolipasa A2, Asp49 Basp PLA2 II 14 ácida 4.9 - - 
Metaloproteinasa, P-I Proteinasa G 18 neutra 7.1 - - 
BaP1 23 básica 8.2 P83512  1ND1 
Metaloproteinasa, P-III BaH1 64 ácida 4.5 - - 
BH2 26 ácida 5.2 - - 
BH3 55 ácida 5.0 - - 
BaH4 69 ácida 5.3 - - 
Basparina A 70 ácida  - - 
Serin proteinasa Asperasa 30 ácida  - - 
Ficozima 25 ácida  - - 
Trombina-similar 27 ácida  Q072L6 - 
L-aminoacido oxidasa Laao 1 125 ácida  - - 
Laao 2ª 125 ácida  - - 
Laao 2b 125 ácida  - - 
Proteína Similar a lectina 
tipo C 
Aspercetina 30 ácida  - - 
Desintegrina Bothrasperina 8 ácida  - - 
 
Tabla 3.Proteínas aisladas del veneno de serpiente Bothrops asper. 
En la columna propiedades, a. corresponde a la masa molecular, b. corresponde al carácter ácido o básico de la proteína y 
c. al punto isoeléctrico. La columna marcada como secuencia corresponde al código de la secuencia [17, 55] de aminoácidos 
en la base de datos UniProt/Swissprot (http://www.uniprot.org) y la estructura [17]  resuelta en la base de datos PDB  
(https://www.rcsb.org/pdb/home/home.do). Sin embargo, no en todos los casos está disponible esta información. 
 
De otro lado, para la especie de B. atrox en Colombia, se ha reportado la presencia de al 
menos 26 diferentes proteínas pertenecientes a 9 diferentes grupos de toxinas [18]. En 
este caso las proteínas más abundantes pertenecen a las familias de svMPs (PI), PLA2-
K49 y las SP, las cuales en conjunto corresponden a cerca del 83,5 % de las proteínas 
totales del veneno. Las otras 6 familias de proteínas se encuentran en menor proporción 
(BPP, desintegrinas, fragmentos –DC, proteína secretoras ricas en cisteína, LAO, y Lectina 
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tipo C y proteínas similar), cada una representando menos del 8% del total de proteínas 




Figura 10. Composición de proteínas del veneno de B. atrox de Colombia [18]. 
Composición de proteínas del veneno de B. atrox de Colombia [18]. Familias de proteínas y abundancia relativa en el 
veneno de la especie B. atrox. 
 
En estudios previos, han nombrado algunas toxinas, desarrollado su secuenciación y  







Peso molecular (kDa) 
Secuencia 
 
Desintegrinas Batroxostatin 1 - 72 1 a 7 P18618 
Metaloproteinasa P-I BaP1 - ~ P83512 
- 25,4 ~ Q8QG89 
- 33 (No red/ Red) ~ (Q5XUW8) 
- ~ QO72L5 
Metaloproteinasa P-III - 78 (No red) - 
- 82 (No red) - 
- 44 (No red/Red) ~ Q3HTN2 
- 55 – 58 (No red/Red) - 
BPP - 1 - 
Fragmento DC  - 28,5 (No red/ Red) 
24,5 (No red/ Red) 
- 
Fosfolipasa A2,K49 - 13,8 ~ Q6JK69 
Fosfolipasa A2,D49 - 13,7 ~ P81480 
Lectina galactosa específica - 28 (No Red) 16 (Red) ~ P83519 
Serin proteinasa - 33 (No Red) 35 (Red) ~ AAQ62580 
Similar  a la trombina 26 (No Red) 30 (Red) Q072L6 
- 31, 35 (No red) 
28 (No red/Red) 
- 
CRISP - 24,8 - 
 
Tabla  4. Asignación de las familias de proteínas del veneno de B. atrox. 
No red y Red corresponden a las condiciones No reductoras y reductoras respectivamente. La columna marcada como 
secuencia [18] corresponde al código de la secuencia de amino ácidos en las bases de datos Uniprot/Swissprot 
(http://www.uniprot.org) o en el GenBank si la secuencia no está curada. 
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Por considerarlo de interés ya que el veneno de la especie Bothrops punctatus causa el 
15.6 % del envenenamiento por especies de Bothrops en Colombia [47], no fue 
considerado para el desarrollo de este trabajo, la información al respecto es muy escasa 
[47, 48], se reporta como alteración clínica similar a los venenos de otras especies de 
Bothrops [47] y está demostrada la protección cruzada del antiveneno polivalente (basado 
en inmunización equina por Bothrops atrox, Bothrops asper, Crotalus durissus y Lachesis 
muta)  se describe la composición de las proteínas en el veneno. Los autores de los 
estudios realizados [47] muestran que el veneno consiste de almenos nueve familias de 
toxinas [48]: metaloproteinasas (SVMP) 41,5%, lectinas tipo C y proteínas similares a 
lectinas (CTL) 16,7%, péptidos potenciadores de bradiquinina 10,7%, fosfolipasas A2 
9,3%, serin proteinasas 5,4%, desintegrinas 3,8%, L-amino acido oxidasas 3,1 %, factores 
de crecimiento endotelial vascular 1,7%, y proteínas secretoras de cisteína 1,2%. El 6,6 % 
de las proteínas no fueron identificadas. Mostrando que el veneno de otras serpientes 
como B. asper contiene principalmente svMP 44%, fosfolipasas A2 45,1% y serin 
proteinasas 10,9%, con efecto citotoxico mucho mayor que B. punctatus.  
 
2.2.2. Proteínas del veneno del género Bothriopsis 
 
La validez del género Bothriopsis, ha generado controversia debido a su limitado muestreo 
taxonómico. Diferentes estudios han presentado evidencia del paralelismo del género 
Bothrops con respecto al género Bothriopsis conduciendo a algunos autores a ser 
partidarios de los sinónimos Bothriopsis (junto con el género Bothrocophias) con Bothrops 
(o Bothriechis), mientras que otros autores han mantenido como géneros separados al 
género Bothriopsis y al género Bothrocophias [19]. 
Sin embargo en estudios recientes han descrito la composición proteica  del veneno de 
Bothriopsis bilineata llegando a la conclusión que contiene abundante PLA2, pero por débil 
actividad de esta, su miotoxicidad puede no ser una complicación significativa y que otras 
actividades de PLA2 (ejemplo agregación antiplaquetaria o neurotoxicidad) pueden ser más 
potentes [19].  
 
2.2.3. Proteínas del veneno del género Bothriechis  
 
El veneno de especies adultas de Bothriechis schlegelii contiene más PLA2 (de pesos 
moleculares bajos de 12 -15 kDa), esperándose un elevado efecto miotoxico durante el 
envenenamiento [19]. La mayor familia de toxinas hallada en el veneno de neonatos de B. 
schlegelii, son las SP (svSP), comprendiendo cerca del 20%.  El veneno de neonatos B. 
schlegelii es el único veneno de víboras de palma donde se han identificado cantidades 
relativamente altas de inhibidores de tipo Kunitz (6,3%) y γPLA2 (5,2%) [20]. En los 
neonatos se observan diferencias notables entre los proteomas, con respecto al veneno 
de los adultos de su especie. La composición del veneno de B. schlegelii es dependiente 
de la edad generando predominantemente PLA2 en edad adulta [20]. Las principales 
familias de toxinas del veneno de B. schlegelii son las moléculas miotóxicas como las 
fosfolipasas A2  (PLA2, 44%), encontrándose por encima de las hemorrágicas svMPs 
(17,7%) [20] (Figura 11, Tabla 5). 
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El veneno de B. schlegelii de Costa Rica comprende 7 familias de proteínas. Este veneno 
contiene proteínas de las familias BPPs, PLA2, SP, inhibidor tipo kazal, LAO, CRISP y 
svMP, con diferentes abundancias relativas.  La mayor familia de toxinas presentes son 




Figura 11.Composición de las principales familias de proteínas encontradas en el veneno de B. schlegelii de Costa 
Rica. 
En la tabla se muestra la composición  total de proteína del veneno de B. schlegelii según cada familia de proteínas y a la  
derecha la abundancia de las familias de proteínas, BPP, potenciador de bradiquinina; PLA2, fosfolipasa A2; CRISP, proteínas 
secretoras ricas en cisteína; Lectina tipo C, proteína similar a lectina tipo C; svMP, metaloproteinasa de veneno de serpiente; 
LAO, L-amino acido oxidasa; svVEGF, factor vascular de crecimiento endotelial de veneno de serpiente [20]. 
 
En estudios previos han nombrado algunas toxinas, desarrollado su secuenciación y  
determinado sus pesos moleculares (Tabla 5) [20]. 
 
Familia  Proteína Propiedad, 
Masa molecular ( kDa) 
Secuencia 
Inhibidor de serin proteasa tipo 
Kazal 
- 6 - 
PN tipo C - 2 - 
PLA2 - 13 - 
- 12 (Red y No red) - 
- 14 (Red y No red) - 
Miotoxina II 18 (Red y No red) P80963 
N6 13 AY355168 
- 18 (Red y No red) ~ AAW92117 
CRISP - 24 - 
Serin proteinasa - 32, 33, 38  (Red y No red) - 
L-aminoácido oxidasa - 48 (Red y No red) - 
Metaloproteinasa PIII-Zn+2 - > 110 (Red y No red) - 
- 98 (No red)/ 48 (Red) - 
- 58 (Red y No red) - 
- 52 (Red y No red) - 
Metaloproteinasa PI-Zn+2 - 23 (Red y No red) - 
 
Tabla 5. Composición proteica del veneno de la especie de serpiente B. schlegelii. 
No red y Red corresponden a las condiciones No reductoras y reductoras respectivamente. La columna marcada como 
secuencia [20] corresponde a la secuencia de amino ácidos en las bases de datos Uniprot/Swissprot (http://www.uniprot.org) 
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2.2.4. Proteínas del veneno del género Crotalus 
 
Los estudios de composición de proteínas para el veneno del género Crotalus han 
encontrado que la crotoxina (una neurotoxina, PLA2) representa la proteína más abundante 
en las sub-especies C.d. collilineatus y C.d. cascavella [22]. La neuro [23] y miotoxicidad 
sistémica por la mordedura de C. durissus ssp son principalmente atribuidas a la alta 
concentración de crotoxina, una mólecula heterodimérica de PLA2 que exhibe β-
neurotoxicidad presináptica, la crotoxina típicamente representa entre el 70 – 90 % del total 
de las toxinas del veneno de C. durissus. Por otra parte, el veneno de C. durissus ssp 
también contiene variable cantidad de crotamina, una toxina mionecrótica que actúa en los 
canales de Na+ sensibles al voltaje [22] (Tabla 6). Se resalta sin embargo, que esta toxina 
no se encuentra en todas las especies de Crotalus, así se encuentren distribuidas en la 
misma región, los resultados arrojados del análisis de venenos de subespecies 
provenientes del suroeste del Brasil muestran presencia y no presencia de crotamina de 
acuerdo a la subespecie [22] (Figura 12). 
 
 
Figura 12.Composición total de proteína de los venenos de las subespecies C. durissus subspecies collilineatus y 
cascavella de Brasil. 
Presencia relativa de proteínas en porcentaje del total de proteínas separadas por HPLC (panel superior), de diferentes 
familias en los venenos de  C. durissus subespecie collilineatus (pool, panel A e individual, panel B)  y pool de  cascavella 
(panel c) de Brasil [22].   
 
En estudios previos, han nombrado algunas toxinas, desarrollado su secuenciación y  
determinado sus pesos moleculares (Tabla 6) [22]. 
 
Familia  Proteína Propiedad. 
Masa molecular (kDa) 
Secuencia ID Estructura ID 
Miotoxina Crotamina 1 4,8 P01475 - 
Crotamina isoforma  4,9  - - 
Desintegrina - 7 COL2T8 - 
PLA2 Crotoxina cadena acida 9 (No red /Red) P08878 - 
- 16,5 (No Red) /  7  (Red) P08878 - 
Crotoxina cadena básica 14 P62022, I109 
14 P0CAS2 - 
PLA2 Presináptica neurotóxica 14 AAB34413 - 
Crotoxina cadena básica 1 15 (Red/No red) P62022 - 
D49 acida 14 C9E7C4 - 
CRISP - 23 (Red) - - 
SVVEGF - 25,733; 25,835 Da ~ACN22040 - 
L-aminoácido oxidasa - 58 (Red/ No red) ~ P56742 - 
Lectina tipo C Convulxina-α 110 (No Red)/ 14-16  (Red) O93426 - 
Convulxina-β - O93427 - 
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Metaloproteinasa PIII-Zn+2 Metaloproteinasa 115  (Red / No Red) C5H5D1 - 
Serin proteinasas Similar  a la Giroxina B1_4 28 (Red) B0FXM2 - 
 
Tabla 6.Proteínas del veneno de la especie de serpiente Crotalus durissus. 
No red y Red corresponden a las condiciones No reductoras y reductoras respectivamente La columna marcada como 
secuencia [22] corresponde a la secuencia de amino ácidos en las bases de datos Uniprot/Swissprot (http://www.uniprot.org) 
o en el GenBank si la secuencia no está curada y la estructura [22] resuelta en la base de datos PDB  
(https://www.rcsb.org/pdb/home/home.do). Sin embargo, no en todos los casos está disponible esta información. 
 
 
2.2.5. Proteínas del veneno del género Lachesis  
 
La composición total del veneno de L. acrochorda acorde a las familias de proteínas 
expresada en porcentaje, muestra la presencia de Serin proteinasas, L-amino acido 
oxidasas, Metaloproteinasas (PI y PIII), Lectina tipo C, Proteínas secretoras ricas en 
cisteína, Factor de crecimiento de endotelio vascular, Péptidos potenciadores de 
bradiquinina, donde el mayor porcentaje sobre las proteínas totales está representado en 
las Serin proteinasas (Figura 13) [24]. 
 
 
Figura 13.Composición protéica del veneno de la especie L. acrochorda acorde a las familias de proteínas. 
 
La figura muestra la ocurrencia relativa de las proteínas de diferentes familias de proteínas expresada en porcentaje en el 
veneno de L. acrochorda (promedio de los venenos de serpientes de la Costa Pacífica y Magdalena medio, Colombia) de 
especímenes adultos [24]. 
 
En estudios previos, han nombrado algunas toxinas, desarrollado su secuenciación y  








 Masa molecular (kDa) 
Secuencia ID 
 
Metaloproteinasa P-I - 27 (Red y No red) P22796 
Metaloproteinasa P-III - 58 (Red y No red) 
52 (Red) 
110 (No red) 48 (Red) 
- 
- 110 (No red) 52 (Red) C5H5D5/6 
Fosfolipasa A2,D49 - 16 (Red y No red) ~ P84651 
Lectina galactosa especifica - 28 (No red) 14 (Red) Q9PSM4 
Serin proteinasa - 31 (Red) 33 (Red)                        
26 (Red y No red) 
38 (Red y No red) 
33 (Red) 
- 
L-amino acido oxidasa - 58 (Red y No red) 
 
- 
CRISP - 24 (Red) (No red) ~ Q7ZT99 
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VAP -  Q27J49 
svVEGF - 12 (Red) 34 (No red) BOVXV3 
 
Tabla 7.Asignación de las familias de proteínas del veneno de la especie Lachesis acrochorda. 
En la columna propiedad, se consignan las masas moleculares de cada familia de proteína obtenidas a partir de condiciones 
electroforéticas reductoras (Red) o no reductoras (No red). La columna marcada como secuencia [24] corresponde a la 
secuencia de amino ácidos en las bases de datos Uniprot/Swissprot (http://www.uniprot.org) o en el GenBank si la secuencia 
no está curada. 
 
 
Por otra parte, otra especie del género Lachesis para la cual se ha estudiado el contenido 
proteico del veneno corresponde a L. muta, el cual contiene cerca de 30 – 40 proteínas de 
masas moleculares en el rango de 13 – 110 kDa pertenecientes a 8 familias de toxinas. 
Este veneno contiene gran cantidad de péptidos potenciadores de bradiquinina (BPP) y 
péptidos natriuréticos tipo C (C-NP). BPPs y C-NP comprenden alrededor de 15% del total 
de proteínas del veneno. Las proteínas más abundantes corresponden a las Zn+2-MP (32 
%) y SP (31 %), seguido por PLA2 (9%), lectinas tipo C galactosa especificas (8%), LAO 
(3 %), CRISP (1.8 %), y NGF (0,6%) (Figura 14) [25]. 
Los BPPs se han descrito como inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina, lo 
cual convierte la inactiva angiotensina I en el potente vasoconstrictor angiotensina II, y 
degrada la bradiquinina en bradiquinina (1-7) o bradiquinina (1-5). De esta manera, los 
BPPs impiden el efecto hipertensivo de la angiotensina II y potencian el efecto hipotensivo 
de la bradiquinina en la circulación. Los péptidos natriuréticos tipo C, potencian las 
actividades natriuréticas, diuréticas y vaso relajantes. Al final, La vasodilatación y la 
hipotensión contribuyen sinérgicamente en conjunto a la toxicidad del veneno invocando 
la rápida difusión de las sustancias tóxicas en el sistema circulatorio y al shock hipotensivo, 
el cual es la mayor causa de muerte de las presas o víctimas por mordedura de esta 
serpiente [25].  
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En estudios previos, han nombrado algunas toxinas, desarrollado su secuenciación y  







Masa molecular (kDa) 
Secuencia 
ID 
BPP-C-NP Precursor - 1 Q27J49 
NGF - 16 (Red y No red) - 
PLA2 - 15 (Red) - 
Serin proteinasa - 13, 24, 26 (Red) - 
- 29, 37 (Red y No red) - 
Plasminogeno-activador 31 (Red y No red) P84036 
- 32 (Red y No red) - 
- 34 (Red y No red) - 
Venombin A 38 (Red y No red) S35689 
Lectina galactosa especifica - 28 (No red) Q9PSM4 
- 14 (Red) - 
- 15 (Red) - 
L-amino acido oxidasa - 58 (Red y No red) - 
Metaloproteinasa P-I - 27 (Red y No red) ~ P22796 
Metaloproteinasa P-III - 110+52 (Red y No red) - 
- 48 (Red) - 
 
Tabla 8. Asignación de las familias de proteínas del veneno de la especie L. muta. 
En la columna propiedad, se consignan las masas moleculares de cada familia de proteína, Red y No red corresponden a 
las condiciones electroforéticas reductoras o no reductoras trabajadas, respectivamente. La columna marcada como 
secuencia [25] corresponde a la secuencia de amino ácidos en las bases de datos Uniprot/Swissprot (http://www.uniprot.org) 
o en el GenBank si la secuencia no está curada. 
 
 
2.2.6. Proteínas del veneno del género Porthidium  
 
Un estudio que evaluó el veneno de la sub-especie P. lansbergii lansbergii proveniente de 
la región norte de Colombia, permitió proveer información acerca de más de 51 
componentes de proteínas identificandolas mediante la combinación del RP-HPLC y SDS-
PAGE; de los cuales 47 fueron asignados a 12 familias de proteínas conocidas. 
Predominando en el veneno de P. lansbergii las MP, además de un alto porcentaje de 
desintegrinas. Encontraron además, familias de proteínas como el factor de crecimiento 
del endotelio vascular, fosfodiesterasas y fosfolipasa B que no se habían encontrado en  
estudios anteriores (Figura 15) [26].  
 
Figura 15.Composición del veneno de la especie de serpiente P. lansbergii de Colombia.  
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La gráfica muestra el contenido de proteínas expresada como porcentajes del contenido total tales como, Serin proteinasas 
(SP), péptidos (PEP), L-aminoácido oxidasas (LAO), desintegrinas (DIS), lectina tipo C y proteínas similares a la lectina 
(CTL), factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF),  proteínas secretoras ricas en cisteína (CRISP), fosfodiesterasas 




En estudios previos, han nombrado algunas toxinas, desarrollado su secuenciación y  
determinado sus pesos moleculares (Tabla 9) [26]. 
 
Familia  Proteína Propiedad 
Peso molecular (kDa) 
Secuencia  
 
Metaloproteinasa  53 ~ C5H5D6 
 11 ~ E9JGA2 
 67 ~ R4FIM1 
 36 ~ A2CJES 
 52 ~ C5H5D6 
 207 ~ Q2UXQ9 
 25 ~ E3UJL0 
 10 ~ Q92032 
 124 ~ Q2UXQ4 
 63 ~ T2HPB1 
 47 ~ G1UJB2 
 31 ~ J3SDW3 
 31 ~ U3T788 
 183 ~ T1E6U1 
 31 ~ J3SBP6 
Fosfolipasa A2 D49  11 ~U3TDC9 
 11 ~P86456 
 12 ~P0CAS3 
Desintegrina  10 ~ Q9PVK9 
 10 ~ Q7SZD9 
Lectina tipo 
C/similares a la lectina 
 9 ~ F8S0Z1 
 10 ~ T1E3Z4 
 12 ~ Q9PS06 
 11 ~ Q9PS06 
 11 ~ I2GAE4 
Serin proteinasa  29 ~U3TAG7 
 27 ~U3TAG7 
 29 ~Q9W7S1 
 25 ~ B0VXT7 
 24 ~ T1E6T7 
L-amino acido oxidasa  62 ~ Q6WP39 
 60, 57 ~ J7H670 
svVEGF  10 ~C0K3N2 
CRISP  21 ~T1E6W3 
Fosfolipasa B  51 ~ T2HP68 
 43 ~ T2HP68 
5´Nucleotidasa  74 ~ T2HRS9  
Fosfodiesterasas  115 ~ T2HRT4 
 
Tabla 9.Asignación de las familias de proteínas del veneno de la especie P. lansbergii. 
En la columna propiedad, se consignan las masas moleculares de cada familia de proteína, obtenidas en condiciones 
electroforéticas reductoras. La columna marcada como secuencia [26] corresponde a la secuencia de amino ácidos en las 
bases de datos Uniprot/Swissprot (http://www.uniprot.org) o en el GenBank si la secuencia no está curada. 
 
Otra especie del género Porthidium  a la que han estudiado su veneno y se cuenta con la 
composición proteica corresponde al P. nasutum, que siguiendo con la tendencia general 
de los venenos de vipéridos, las familias de proteínas más abundantes en esta especie 
corresponden a las svMP y fosfolipasas A2 (PLA2), aunque las SP y otros grupos de 
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proteínas, tales como proteínas similar a lectina, lectinas tipo C y desintegrinas, también 
aparecen en considerable proporción. En menor presencia se incluyen pequeñas o nulas 
cantidades de proteínas relacionadas con fosfodiesterasas y ecto-5´-nucleotidasas (Figura 




Figura 16. Composición del veneno de la especie Porthidium nasutum de Costa Rica. 
La gráfica muestra el contenido de proteínas expresada como porcentajes del contenido total tales como, Serin proteinasas 
(SP), lectina tipo  C y proteínas similares a lectina (CTL), fosfolipasas A2 (PLA2), proteínas secretoras ricas en cisteína 
(CRISP), desintegrinas (DIS), péptidos potenciadores de bradiquinina (BPP), L-aminoácido oxidasas (LAO), nucleotidasas 
(NUCL), metaloproteinasas (svMP), fosfodiesterasas (PDE), desconocidas (UNK) [27]. 
En estudios previos, han nombrado algunas toxinas, desarrollado su secuenciación y  








Peso molecular (kDa) 
Secuencia ID 
 
Metaloproteinasa P-I - 26 (Red) ~ Q98995 
Metaloproteinasa P-II - 34 (Red) 34 (No red) ~ Q805F7 
- 34 (Red) 34 (No red) ~ P16338 
Metaloproteinasa P-III - 34 (Red) 75 (No red) ~ P30431 
Fosfolipasa A2,D49 - 15 (Red) 28 (No red.) ~ Q9PVE3 
- 15 (Red) 32 (No red.) ~ Q02517 
- 14 (Red) 25 (No red.) ~ Q02517 
- 14 (Red) 26 (No red.) ~ P20249 
- 14 (Red) ~ P00622 
Desintegrina - 10 (Red) ~ P21858 
- 10 (Red) 15 (No red.) ~ Q7LZI5 
- 10 (Red) 15 (No red.) ~ ACV83932 
Lectina tipo C/similar  a la 
lectina 
- 23 (Red) ~ Q9PS06 
- 15 (Red) 22 (No red) ~ P22030 
- 26 (No red) 14 (Red) 28 (No red) ~ P22030 
Serin proteinasa - 30 (Red) (No Red) ~ Q91516 
- 30 (Red) 28 (No red)    28 (Red) 70 (No 
red) 
~ O13059 
L-amino acido oxidasa - 55 (Red) ~ Q90W54 
CRISP - 20 (Red) ~ Q7ZT99 
- 24 (No red) ~ Q8JI40 
- 24 (Red) (No red) 
16 (Red) (No red) 
~ Q7ZT99 
- 27 (Red) 28 (No red) ~ Q7ZT99 
Ecto 5´Nucleotidasa - 28 (Red) ~ BAG82602 
 
Tabla 10.Asignación de las familias de proteínas del veneno de la especie Porthidium nasutum. 
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En la columna propiedad, se consignan las masas moleculares de cada familia de proteína, obtenidas en condiciones 
electroforéticas reductoras (Red) y no reductoras (No red). La columna marcada como secuencia [27] corresponde a la 
secuencia de amino ácidos en las bases de datos Uniprot/Swissprot (http://www.uniprot.org) o en el GenBank si la secuencia 
no está curada 




Las actividades tóxicas o la severidad de las mismas, difieren entre géneros y entre 
especies como se detalla a continuación. 
Efecto tóxico del veneno del género Bothriechis 
Los signos y síntomas de los accidentes por envenenamiento por mordedura de serpientes 
de este género, generalmente incluyen dolor localizado, edema hemorrágico progresivo, y 
en algunos casos, ampollas hemorrágicas, o urticaria, equimosis y necrosis. En modelos 
animales de experimentación induce mionecrosis. Además de hemorragia, efecto 
fribrin(ogen)olitico, degradación de los componentes de la matriz extracelular, y activación 
de protrombina y Factor X, resultando en un daño de tejido extensivo local y hemorragia 
local que en ocasiones puede ser sistémica [21]. 
 
Efecto tóxico del veneno del género Bothriopsis 
 
Son pocos los casos clínicos reportados por la mordedura de serpientes de este género, 
sin embargo experimentalmente el envenenamiento por este género induce actividad 
neuromuscular en preparaciones nerviosas musculares aisladas de vertebrados. 
Igualmente, el veneno de B. bilineata induce una acumulación de leucocitos en el sitio de 
daño tisular caracterizado por migración de neutrófilos [40]. Además este veneno induce 
una marcada reacción inflamatoria con aumento de leucocitos y hemorragia, que es 
paralela a una alta actividad proteolítica [41]. 
Efecto tóxico del veneno del género Bothrops 
El veneno del género Bothrops provoca actividades tóxicas tales como inflamación 
causadas por la actividad de las proteasas, hialuronidasas, fosfolipasas y factores 
proinflamatorios produciendo además hiperemia, vesículas, hinchazón y necrosis de los 
tejidos; colapso cardiovascular, coagulación intravascular diseminada con activación del 
factor X, protrombina y fibrinógeno y disminución de la concentración de los factores V y 
VIII y plaquetas. La acción de las hemorraginas, daña la membrana basal del endotelio, 
promoviendo la hemorragia. La nefrotoxicidad es un efecto directo del veneno sobre el 
lecho renal vascular, en adición a la formación de microtrombina, causando falla renal 
aguda la cual ocurre en 13,8% de las mordeduras, provocando necrosis tubular aguda, 
necrosis renal cortical, y nefritis intersticial [13]. El envenenamiento por B. asper en 
Colombia incluye edema, hemorragia local, sangrado o equimosis, ampollas, 
dermonecrosis y mionecrosis. Defibrinogenación por envenenamiento sistémico. 
Trombocitopenia e hipotensión, sangrado sistémico (principalmente gingival y hematuria) 
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[56]. El envenenamiento por B. atrox causa principalmente disturbios de la coagulación 
sanguínea, shock, y falla renal [57]. 
Efecto tóxico del veneno del género Crotalus 
La especie C. durissus cumanensis del género Crotalus es la más ampliamente extendida 
en Colombia. El envenenamiento causado por esta serpiente está caracterizado por 
neurotoxicidad, miotoxicidad sistémica, edema leve y falla renal aguda; en adición, se han 
reportado también alteraciones hemostáticas. De la especie colombiana C.d. cumanensis 
se han aislado y caracterizado dos serin proteinasas, ambas ejercen actividad coagulante, 
desfibrinogenizante, y un incremento de la permeabilidad vascular [23]. La presencia 
principalmente de crotoxina, bloquea la liberación de la acetilcolina, causando bloqueo y 
alteración de la transmisión neuromuscular y síntomas mialgicos, consecuente parálisis 
progresiva, con paresis en la distribución de los nervios craneales III, IV y VI y nervios 
motores somáticos periféricos. También induce miotoxicidad con lesiones musculares 
locales causadas por la crotamina y crotoxina. La neurotoxicidad sistémica es 
frecuentemente acompañada con rabdomiolisis con elevación de los niveles de suero de 
mioglobina y creatina fosfoquinasa y consecuente mioglobinuria y falla renal aguda, 
causando necrosis aguda tubular la cual representa la primera causa de muerte, el efecto 
coagulante es provocado por la activación de la trombina que convierte el fibrinógeno a 
fibrina con moderada coagulopatía [13].  
Efecto tóxico del veneno del género Lachesis 
El “síndrome Lachesis” en Centro y Sur américa, está caracterizado por sintomatología 
vagal, desórdenes sensoriales, hematológicos y manifestaciones cardiovasculares, 
documentados en envenenamientos por diferentes especies de este género. Otros 
síntomas en el envenenamiento humano por Lachesis están caracterizados por un notable 
daño de tejido local (edema, hemorragia y necrosis), nausea, coagulopatía, hipotensión, 
bradicardia, diarrea, vómito, shock y disturbios renales [24]. 
Los síntomas del envenenamiento por este género son similares a los de Bothrops excepto 
que el veneno puede ser más potente y está asociado con síntomas neurotóxicos. La 
actividad proteolítica de este veneno se debe a la presencia de proteasas que causan 
necrosis celular y daño vascular. La hemorrágia es rápida y se presenta dentro de las 
siguientes 5 horas, junto con equimosis, hemorragia intensa y vesículas sanguinolentas. 
La coagulación se produce por el consumo de factores X, VI, y VIII y el aumento de los 
niveles de trombina y productos de la degradación de la fibrina con trombocitopenia pueden 
conducir a una coagulopatía. Este veneno provoca además efecto neurotóxico debido a la 
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Efecto tóxico del veneno del género Porthidium 
 
El veneno de P. l. lansbergii muestra una actividad letal relativamente débil en ratones, 
induce una miotoxicidad local moderada pero considerable hemorragia. Además los 
componentes aislados VEGF muestran una potente actividad inductora de edema en 
ensayos realizados en la planta de pie de ratón. La trombocitopenia es significativa, pero 
no se observan otros cambios mayores hematológicos en el envenenamiento de ratones. 
In vitro este veneno carece de efecto coagulante en plasma humano, e induce una potente 
inhibición de la agregación plaquetaria debida a la presencia de desintegrinas. Se 
demostró que el veneno cuenta con actividad proteolítica por la presencia de Fosfolipasas 
A2 [26]. 
 
Mecanismos de daño   
 
Una de las más drásticas consecuencias del envenenamiento por mordedura de serpientes 
viperidae es el desarrollo de efectos locales patológicos, caracterizados como se mencionó 
anteriormente, por edema, mionecrosis, dermonecrosis, inflamación y hemorragia. Sino 
son tratadas pronta y efectivamente, esto puede resultar en secuelas y  daño permanente 
del tejido con un prolongado y duradero efecto físico y psicológico en la persona afectada, 
es por esta razón que se han realizado investigaciones que contribuyen al entendimiento 
de este complejo fenómeno [14].  
Mionecrosis 
En el ICP propusieron que las miotoxinas con actividad PLA2 inducen daño muscular agudo 
al afectar primero la integridad de la membrana plasmática del músculo esquelético, a 
través de la hidrólisis de fosfolípidos, promoviendo así un flujo de calcio degenerando la 
célula y provocando un daño irreversible [14]. El veneno de serpiente del género Bothrops 
contiene varias PLA2, incluída la forma inactiva Lys49 capaz de desencadenar una fuerte 
lesión celular descrita en los procesos miotoxicos. Un estudio reciente ha observado una 
estricta relación entre la inhibición de la actividad de PLA2 en el veneno de Bothrops y su 
miotoxicidad pero sin bloqueo neuromuscular, proponiendo que el bloqueo neuromuscular 
puede ser inducido por PLA2 no catalítica u otros componentes del veneno, tales como 
metaloproteinasas [52]. En efecto, dependiendo de la subfamilia (ej. D49 o K49), las 
enzimas svPLA2 pueden tener un rol en el efecto miotoxico o neurotóxico a diferentes 
extensiones y por distinto mecanismo molecular. Trabajos con miotoxinas Mt-I y Mt-II de 
Bothrops han mostrado que la svPLA2 induce la entrada de Ca+2 y la liberación de ATP que 
causa la mionecrosis, a través de diferentes perfiles de hidrolisis de fosfolípidos de la 
monocapa externa del sarcolema [52].  
 
El ICP ha propuesto la secuencia de los eventos celulares que ocurren como consecuencia 
de la acción de la PLA2 y sus homólogos en la célula del musculo esquelético [14] (Figura 
17). 
 




Figura 17.Mecanismo de mionecrosis mediado por las PLA2s y sus homólogos según la propuesta del ICP [14]. 
 
Las miotoxinas se unen a sitios “aceptores” aún no identificados en la membrana 
plasmática, induciendo una rápida y drástica perturbación de la membrana basada en 
eventos tanto dependientes de la catálisis (que involucran el residuo Asp49 de PLA2s), 
como independientes de esta (en el caso de proteínas homólogas de PLA2 con Lys49). El 
daño de la membrana resulta en la pérdida del control de la permeabilidad a los iones y 
macromoléculas. La principal consecuencia de esta alteración es una prominente afluencia 
de Ca2+ que desencadena una serie de eventos degenerativos intracelulares, tales como 
hipercontracción de miofilamentos, alteraciones mitocondriales, y la activación de  
proteasas dependientes de Ca2+ citosólico y PLA2s. Finalmente, las células musculares 
pasan rápidamente el "punto de no retorno" y se dañan irreversiblemente (Figura 17) [14].  
Hemorragia y daño a la piel y vasos linfáticos 
Los efectos más notorios inducidos por las metaloproteinasas (svMPs) es la actividad 
hemorrágica, asociado con prominente daño local del tejido y con sangrado sistémico el 
cual puede conducir a shock cardiovascular [15]. La habilidad de los venenos para inducir  
hemorragia depende de la acción de las svMPs sobre la microvasculatura [14]. 
 
El mecanismo de acción de las svMPs inicia cuando las svMPs hemorrágicas se unen e 
hidrolizan componentes de la membrana basal (BM) de los vasos capilares, empezando 
con la degradación de colágeno tipo IV. Las svMPS PII y PIII se unen más específicamente 
a la membrana basal que la PI, debido a la presencia de exositios en los dominios de la 
desintegrina, desintegrinas similares y ricas en cisteína de estas svMPs. La degradación 
de la BM da como resultado el debilitamiento de la estabilidad mecánica de la pared capilar; 
como consecuencia, la fuerza hemodinámica que funciona normalmente en la vasculatura 
in vivo, ejemplo, la presión hidrostática y la tensión cortante (shear stress), provoca la 
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distensión y la eventual disrupción de la pared capilar, que conduce a la extravasación 





Figura 18.Representación del daño hemorrágico en el tejido muscular [14]. 
 
En general, P-III svMPs son toxinas hemorrágicas más potentes que las P-I svMPs, las 
primeras inducen hemorragia sistémica mientras que las segundas son las responsables 
de la hemorragia local [15]. Las svMPs también afectan la hemostasis, induciendo la 
desfibrinogenización através del factor X y protrombina, o como consecuencia de su acción 
fibrinogenolitica [15]. 
 
Dos aspectos adicionales de la patología local inducidos por el veneno de vipéridos se han 
investigado en el ICP (Costa Rica) y son los efectos sobre la piel y vasos linfáticos. Las 
svMPs inducen la formación de ampollas y la dermonecrosis, como una consecuencia de 
la degradación de las proteínas de la unión dérmica- epidérmica. Encontraron además, 
que en el veneno estudiado de B. asper y una proteína homóloga de  Lys49  PLA2 de este 
veneno inducen una reducción en el lumen de los vasos linfáticos colectores en el 
mesenterio, seguido de la detención de flujo de la linfa. Este efecto es secundario a la 
acción de esta miotoxina sobre las células musculares lisas de la pared del vaso linfático 
[14]. 
Inflamación y daño tisular local 
La acción del veneno de serpientes de viperidos en los tejidos está asociada a una reacción 
inflamatoria compleja, caracterizada por edema, dolor e infiltrado de células inflamatorias. 
El edema y el dolor ocurren como consecuencia de la acción de proteinasas principalmente 
svMPs que conllevan a la activación de varias vías inflamatorias, que provocan un aumento 
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de la histamina y la generación de prostaglandinas, leucotrienos, quininas, óxido nítrico, 
anafilatoxinas complementarias y citoquinas. Estos y otros mediadores actúan  sobre las 
células del endotelio venular y sobre una variedad de nociceptores en neuronas aferentes, 
provocando edema y dolor. Las PLA2s y las svMPs también actúan directamente sobre los 





Figura 19.Patogénesis del daño local del tejido e inflamación inducida por el veneno de serpientes de la familia 
Viperidae [14]. 
Efectos sobre la coagulación 
En el veneno de serpiente, las SP constituyen entre el 10 – 30 % (dependiendo del género 
al que pertenezcan) del contenido total de proteína por lo que ejercen varias actividades, 
algunas de ellas son enzimas similares a la trombina que van a causar la microcoagulación, 
mediante la adherencia a fibrinopéptidos A o B del fibrinógeno, causando la formación de 
microcoágulos los cuales son rápidamente degradados por el sistema fibrinolítico, 
contribuyendo de esta manera a la desfibrinogenización [15]. Otras SP son enzimas 
similares a la calicreina que generan bradiquinina y contribuyen a la hipotensión. 
Adicionalmente, las SP presentes en el veneno pueden unirse a receptores de la trombina 
en las plaquetas, induciendo agregación, mientras que otras son activadores de 
plasminogeno [15]. 
 
Por otra parte, se puede presentar inhibición de la agregación plaquetaria por la mediación 
de enzimas tipo L-amino acido oxidasas así como por desintegrinas [15]. Igualmente, las 
proteínas Lectinas tipo C y proteínas similares a Lectinas inducen o inhiben la agregación 
plaquetaria y la inhibición de la coagulación mediante su unión a los factores de 
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Las toxinas más abundantes han sido ampliamente estudiadas en las últimas décadas y 
algunas de ellas ya han sido utilizadas para diferentes propósitos. Sin embargo, la mayoría 
de las clases menores de proteína de veneno de serpiente siguen siendo poco exploradas, 
incluso presentando posibles aplicaciones en diversas áreas. La principal dificultad para 
estudiar estas proteínas radica en la imposibilidad de obtener cantidades suficientes de 
ellas para una investigación exhaustiva, entre las familias de proteínas de veneno de 
serpiente poco abundantes, se encuentran factores de crecimiento, proteínas secretoras 
ricas en cisteína, nucleasas y nucleotidasas, entre otros [45]. 
 
Muchos mecanismos reguladores tienen impacto en la composición de las proteínas de los 
venenos de serpiente, tales son las mutaciones que afectan la expresión de genes, 
duplicación y pérdida de genes relacionados con toxinas, regulación post-transcripcional 
de microRNAs y procesamiento proteolítico. A pesar de que presentan niveles de 
expresión variable en diferentes venenos de serpientes, las toxinas patológicamente 
importantes, como las fosfolipasas A2, metaloproteinasas, familias de toxinas de calicreína 
y toxinas de tres dedos son generalmente las proteínas más abundantes que se 
encuentran en estas muestras biológicas [45]. 
 
Algunas de estas toxinas componen hasta el 80% del total de proteínas del veneno, como 
la fosfolipasa A2 del veneno de Crotalus durissus, que forma el complejo crotoxina que es 
una neurotoxina responsable de los principales síntomas clínicos del envenenamiento 
crotálico en América del Sur. Las principales toxinas de las serpientes están codificadas 
por las familias de genes que muestran una duplicación sustancial de genes y selección 
direccional y, en consecuencia, la mayor variación. Por otro lado, se supone que las 
proteínas menores del veneno de serpiente tienen funciones auxiliares, menos variabilidad 
y poco o nada han experimentado duplicación de genes y selección positiva. Este contraste 
puede ser un resultado similar a la conservación de las funciones y la baja abundancia 
relativa de proteínas auxiliares en los venenos, lo que excluye su participación en el 
envenenamiento [45]. 
2.4. Venomica, Antivenomica, Toxicovenomica y su 
interrelación 
 
La proteómica es una disciplina derivada de la palabra proteoma la cual describe el 
conjunto de proteínas de un genoma, en una célula o tejido. Esencialmente la proteómica 
es el estudio a gran escala de los productos génicos de un genoma mediante métodos 
bioquímicos, con el fin de obtener una visión integrada de los productos celulares y se ha 
asociado con la separación e identificación de un gran número de proteínas de una célula 
u organismo [27]. 
 
Existen varias estrategias para el análisis proteómico de los venenos de serpiente, además 
de combinarlas entre ellas para llevar a cabo un más extenso y comprensivo entendimiento 
de la composición, toxicidad y características inmunogénicas de los venenos. Entre ellas 
se encuentran desde las estrategias más sencillas para catalogación de componentes de 
veneno (proteómica / venómica), hasta la exploración más amplia de sus características 
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inmunogénicas (antivenómica) y funcionales (tóxico-venómica). En conjunto, la 
combinación de estas estrategias complementarias está ayudando a construir una visión 
más amplia e integrativa de los cócteles de proteínas que amenazan la vida producidos 
por serpientes venenosas, responsables de miles de muertes cada año [29]. Es así como, 
la investigación sobre venenos de serpientes ha marcado principalmente tres objetivos: (a) 
descifrar sus composiciones bioquímicas, (b) comprender sus mecanismos de acción y 
usos potenciales de los mismos, e (c) idear antídotos para el tratamiento del 
envenenamiento [29]. 
 
La mayor parte del conocimiento actual sobre venenos ha sido obtenida mediante 
enfoques bioquímicos y farmacológicos convencionales, donde una toxina en particular es 
aislada para  luego determinarle sus características estructurales y funcionales. Como es 
de esperarse, la información disponible se basa en las toxinas que son abundantes en los 
venenos de las especies de serpientes más comunes y de relevancia médica, permitiendo 
que aquellas especies que son escasas, o más difíciles de colectar y mantener en 
cautiverio, estén en gran medida inexploradas [29]. Sin embargo, una nueva era en la 
caracterización del veneno de serpiente inicia con la introducción de la proteómica y de las 
herramientas relacionadas –tecnologías omicas-, las cuales en conjunto han direccionado 
una mayor y rápida expansión del conocimiento sobre su composición. La caracterización 
de los venenos de un creciente número de especies de serpiente ha ido en aumento, 
proporcionando una plataforma de datos sin precedente para ayudar al entendimiento de 
este cocktail tóxico [29]. 
 
Considerando lo anteriormente expuesto, se ha implementado el término venómica para 
referirse a la proteómica aplicada a la caracterización de los componentes de los venenos 
de animales [30]. Recientemente, perfiles proteómicos de los venenos de más de 200 
especies de serpiente han sido reportados en la literatura, estos venenos han sido 
estudiados por una variedad de estrategias analíticas, que incluye en muchos casos la 





Figura 20.Esquema general para el fraccionamiento del veneno de serpiente por -RP -HPLC. 
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Se muestran las condiciones cromatograficas que más comúnmente se han empleado en los estudios de venómica de 
serpientes. Las proteínas de los venenos son separadas usando una columna analítica en fase reversa C18, eluída a 
diversos gradientes de mezclas de agua/trifluoroacético (TFA) y acetonitrilo /TFA, y monitoreo de la elución a 215 nm. Se 
muestran las regiones aproximadas de elución de algunos de los componentes más comunes de los venenos de serpiente. 
Este procedimiento ha sido aplicado a venenos de serpiente tanto de vipéridos como elapidos. Toxina 3FTx: tres-dedos; 
Kunitz: inhibidor tipo Kunitz; SP: serin proteinasa; PLA2: fosfolipasa A2; CTL: lectina tipo C; CRISP: proteína secretora rica 
en cisteína; NGF: factor de crecimiento del nervio; VEGF: factor de crecimiento del endotelio vascular; MP: metaloproteinasa; 
LAAO: amino acido oxidasa; PDE: fosfodiesterasa; 5´-UN: 5´-nucleotidasa; HAY: hialuronidasa; PLB: fosfolipasa B [29]. 
 
Por su parte, la antivenómica ha introducido el análisis proteómico aplicado a los venenos 
de serpiente abriendo nuevas oportunidades para profundizar en el conocimiento en 
detalle del inmuno-reconocimiento de los componentes de los venenos por los 
antivenenos. Los análisis antivenómicos pueden revelar las proteínas de los venenos que 
son fuertemente, pobremente o que incluso no son inmuno-reconocidas por un 
determinado antiveneno [29]. En conjunto con los datos venómicos, la antivenómica 
representa un significativo paso adelante en la caracterización preclínica de los 
antivenenos, brindando información futura que soporta decisiones por ejemplo en la 
selección de inmunógenos del veneno para la producción de antivenenos mejores [29]. 
 
Como se ha venido mencionando, los venenos son secreciones complejas, compuestas 
en su mayoría de proteínas y péptidos, los cuales, por sentido común, puede esperarse 
que muestren la mayor actividad tóxica. No obstante, no necesariamente cada 
componente presente en el veneno debe ser tóxico. En adición, es razonable asumir que 
algunos de los componentes pueden tener un rol predominante sobre otros en el efecto 
tóxico total del veneno. Recientes estudios han tomado lugar en el conocimiento de las 
herramientas de la proteómica al identificar en detalle la composición de los venenos de 
serpiente y combinar esta información con diversos ensayos funcionales dando origen a lo 




Figura 21.Evolución de las estrategias analíticas en la caracterización de los venenos de serpiente por medio de 
herramientas proteómicas. 
Inicialmente los estudios de proteómica de venenos se enfocaron esencialmente  en el catálogo cualitativo de los 
componentes. La introducción de la estrategia venómica conduce a un incremento  del valor de la información de estos 
análisis, proveyendo una estimación de las abundancias de los componentes de los venenos. En combinación con la 
antivenómica, la inmunogenicidad de los componentes de los venenos puede ser inferida por la evaluación del 
reconocimiento por los anticuerpos presentes en un determinado antiveneno. Una tercera dimensión en la caracterización 
de los venenos es provista por la combinación con la toxicovenómica, la cual evalúa las actividades tóxicas de los 
componentes [29].  
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La esencia de la toxicovenómica es aprovechar el screening de los perfiles resueltos en 
RP-HPLC de las fracciones de los venenos provistas en el trabajo realizado por la 
venómica, para actividades tóxicas específicas. Por ejemplo, el screening de letalidad para 
roedores podría identificar los componentes del veneno que juegan un importante papel 
en el potencial efecto letal en humanos, o el screening para miotoxicidad podría identificar 
los componentes relevantes que inducen el daño del tejido musculo esquelético por algún 
veneno en el envenenamiento clínico y así sucesivamente [29]. 
 
Un concepto clave relacionado al análisis toxicovenómico es la puntuación del efecto tóxico 
(Toxicity Score (TS)), que se obtiene combinando los datos de identidad, abundancia y 
potencia letal (dosis letal tóxica; DL50) de cada fracción de veneno. El TS se obtiene 
dividiendo su abundancia relativa estimada (% del total de proteína) por su valor de LD50. 
De esta manera es posible valorar los componentes del veneno en términos de su función 
predominante sobre el total del efecto del veneno, y de esta manera identificar quien tiene 
los roles más relevantes [29]. La combinación del potencial tóxico y la abundancia dentro 
del puntaje tóxico permite una mejor visión de la relevancia de toxinas particulares en un 
envenenamiento, que si se compara solo el potencial tóxico [29]. 
2.5. Métodos de fraccionamiento, separación, 
cuantificación e identificación de proteínas de 
venenos de serpiente 
La masa molecular de una proteína puede afectar la escogencia del método de 
purificación, tales como matrices cromatograficas y los geles de poliacrilamida con 
variación en el tamaño de poro (definiendo los límites de exclusión molecular) al igual que 
su conformación por aminoácidos hidrofílicos o hidrofobicos [31].  
Los métodos disponibles para la purificación de las proteínas van desde una simple 
precipitación hasta las sofisticadas cromatografías y técnicas de afinidad; estos métodos 
pueden dividirse dentro de cuatro grupos distintos pero interrelacionados, dependiendo de 
las características de las proteínas que se van a separar, estas características incluyen 
características superficiales, tamaño y forma, carga neta, y biopropiedades [31]. Dos de 
las técnicas más frecuentemente usadas en los estudios de fraccionamiento de proteínas 
de veneno de serpientes, son la cromatografía líquida de alta eficiencia en fase reversa 
(RP-HPLC) y la electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE). Estas técnicas se describen 
a continuación. 
2.5.1. Cromatografía líquida de alta eficiencia 
 
La selección de una técnica cromatografica para separar péptidos y generar mapas de 
péptidos depende de la proteína, de los objetivos experimentales y del resultado previsto 
[35]. La purificación de proteínas por cromatografía convencional es usualmente llevada a 
cabo usando una combinación de métodos cromatograficos, incluyendo filtración en gel, 
intercambio iónico, inmunoafinidad, y afinidad cromatografica. Es raramente posible 
purificar una proteína de una mezcla de proteínas en un simple paso cromatografico, por 
tanto, se hace usualmente necesario utilizar pasos secuenciales separados incluyendo 
diferentes modos de cromatografía (ej. Filtración en gel e intercambio iónico) [31].  
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La cromatografía líquida de alta eficiencia o high performance liquid chromatography 
(HPLC) es un tipo de cromatografía en columna utilizada frecuentemente en bioquímica y 
química analítica. Es una herramienta esencial para la purificación y caracterización de 
bio-macromoléculas de una mezcla basándose en diferentes tipos de interacciones 
químicas entre las sustancias analizadas y la columna cromatográfica. El incremento en 
las aplicaciones de proteínas en diversos campos como la medicina, el medio ambiente y 
la industria alimentaria, ha generado el análisis y purificación de proteínas mediante la 
cromatografía líquida [42].  
 
Así, existen ocho modos básicos de HPLC actualmente en uso para análisis y purificación 
de péptidos y proteínas, denominados cromatografía por exclusión de tamaño (HP-SEC), 
cromatografía de intercambio iónico (HP-IEX), cromatografía en fase normal (HP-NPC), 
cromatografía de interacción hidrofóbica (HP-HIC), cromatografía en fase reversa (RP-
HPLC), cromatografía de interacción hidrofílica (HP-HILIC), cromatografía iónica de 
afinidad con metal inmobilizado (HP-IMAC), y cromatografía de afinidad bio-especifica 
(HP-BAC) [31]. La cromatografía en fase reversa describe un tipo de cromatografía en la 
cual la fase estacionaria es menos polar que la fase móvil. La RP-HPLC es una técnica de 
purificación capaz de separar componentes con características similares, como proteínas 
que difieren en sólo un aminoácido e isómeros conformacionales de péptidos [42]. 
 
En términos de uso, versatilidad y flexibilidad, la técnica dominante aplicada mundialmente 
es la RP-HPLC a niveles de escala analítica y preparativa, puede ser operado bajo 
condiciones de elución isocráticas o en gradiente [31]. La resolución de la cromatografía 
de fase reversa hace que esta sea la técnica de HPLC predominante para separaciones 
de proteínas y péptidos según hayan sufrido o no denaturalización [35]. Este procedimiento 
representa por encima de un 80%, la mayor aplicación para el análisis y purificación de 
péptidos, de todos los estudios analíticos con proteínas. El efecto dominante del RP-HPLC 
es una interacción hidrofóbica entre los residuos no polares de los aminoácidos de péptidos 
o proteínas y los ligandos no polares, típicamente inmovilizados dentro de la superficie de 
una partícula esférica, porosa de silica. En esta técnica la elución isocrática, el paso de 
elución, o los modos de elución en gradiente pueden ser utilizados para purificar péptidos 
o proteínas. No obstante para modificar la tensión superficial, reactivos con pares iónicos 
deben ser utilizados a bajo pH para suprimir interacciones silanofílicas entre grupos libres 
silanol en la superficie de la silica y residuos de aminoácidos básicos [31].  
2.5.2. Electroforesis en gel de poliacrilamida 
El procedimiento electroforético hace uso de las diferencias de tamaño molecular de las 
proteínas, además de la carga neta, donde muchas proteínas en su estado bioactivo son 
oligómeros de más de un poli-péptido, y estos pueden ser disociados, aunque 
normalmente con pérdida de estructural. Así, muchas proteínas tienen dos “tamaños”: la 
que corresponde a su estado nativo y la de los poli-péptidos en el estado denaturalizado y 
estado disociado [31]. La carga neta de las proteínas depende del pH, positiva a muy bajo 
pH, negativa a alto pH, y cero en algunas, igualando su punto isoeléctrico (pI). Esto 
justamente sucede si el pH con cargas negativas iguala exactamente el total de cargas 
positivas; el rango de pH más estable de la mayoría de proteínas, es el que abarca valores 
de pH fisiológicos comunes [31]. 
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Para la separación de proteínas por electroforesis uni (1-DE) o bidimensional (2-DE), las 
moléculas deben ser inicialmente aisladas de los materiales biológicos. Una extracción 
adecuada de proteínas es fundamental para la obtención de buenos resultados 
electroforéticos. En función de la gran variedad de tipos y orígenes de las muestras 
biológicas, el procedimiento de extracción necesita ser optimizado individualmente. En la 
mayoría de los casos las proteínas deben ser solubilizadas, desagregadas, 
denaturalizadas y sometidas a tratamiento con agentes reductores de puentes disulfuro 
[37]. 
 
Mediante las técnicas electroforéticas se comprueba si la proteína de interés se ha 
separado del resto. La electroforesis de proteínas se lleva a cabo generalmente en geles 
de poliacrilamida. Se trata de geles porosos, cuya porosidad se puede regular en función 
de la concentración de acrilamida [36]. En estos geles, las proteínas migran en respuesta 
a un campo eléctrico a través de poros en la matriz del gel; el tamaño del poro disminuye 
con altas concentraciones de acrilamida. La combinación del tamaño de poro del gel y la 
carga de la proteína, tamaño y forma determina la velocidad de migración de la proteína 
[31]. 
 
Las electroforesis en gel unidimensional de proteínas pueden proveer información acerca 
del tamaño molecular y pureza de las proteínas, como también el número y tamaño 
molecular de las subunidades. Por la adición de un agente reductor (ej. 2-mercaptoetanol) 
a la muestra, es posible determinar el número y tamaño de subunidades en la proteína 
pura. Geles no denaturalizantes pueden ser usados para examinar y aislar la proteína 
“nativa” [31].  
 
Durante la electroforesis la fuerza que provoca la migración de las proteínas es un campo 
eléctrico (de 100 a 500 V/cm), y el gel actúa como filtro molecular, ralentizando la migración 
de las proteínas en función de su relación carga/masa. A diferencia de lo que ocurre en la 
cromatografía de filtración, en las electroforesis las proteínas mayores son retardadas y se 
mueven más lentamente a través del gel, ya que las va frenando el tamaño del poro y las 
proteínas más pequeñas avanzan más rápidamente [36]. 
 
Las muestras de proteína se disuelven en una pequeña cantidad de una solución tampón, 
que contiene glicerol, que hace que la muestra se sitúe en el fondo del pozo del gel y un 
colorante azul (azul de bromofenol) de bajo peso molecular que nos indica la migración del 
frente. El tampón de electroforesis cierra el circuito entre el cátodo (-) y el ánodo (+). El 
sistema se conecta a una fuente de alimentación y las proteínas migran hacia el polo 
positivo, situado en la base del gel [36]. Después el gel se saca del recipiente que lo 
contiene y se incuba en presencia del colorante adecuado (azul de Coomassie), que tiñe 
por completo el gel. A continuación se destiñe con una disolución de etanol/ácido acético 
y el gel queda transparente y las bandas de proteínas quedan teñidas de color azul 
resultando el perfil electroforético [36]. 
2.5.3. Métodos de Cuantificación de proteínas de venenos de 
serpiente 
El seguimiento de los proyectos centrados en proteínas, frecuentemente se hace trazando 
los procedimientos analíticos cualitativos usados en la caracterización de las muestras. 
Los análisis cualitativos y cuantitativos pueden ayudar a definir el diseño de separación de 
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la muestra de acuerdo al propósito. El conocimiento de las propiedades de las proteínas 
deseadas puede sugerir los métodos de análisis que van a ayudar a localizar una proteína 
especifica entre una mezcla compleja. De otro lado, asegurar la cuantificación de la 
muestra de proteína desde el inicio y hasta el final de la serie de pasos es una vía válida 
para evaluar el resultado del procedimiento total. Adicionalmente, el seguimiento debe 
incluir algún ensayo de actividad biológica de la proteína si lo que se pretende al final del 
procedimiento es obtener la proteína no solamente pura sino activa [31]. 
 
Medidas de la absorbancia de los aminoácidos aromáticos en las proteínas a diferentes 
longitudes de onda producen una muy buena medida de la concentración de las proteínas. 
La cuantificación de la cantidad de proteína contenida en una solución también puede ser 
llevada a cabo usando métodos colorimétricos. El método Bradford y el Lowry son los más 
frecuentemente usados y confiables [31], sin embargo se utilizó el método Ácido 
bicinconínico (BCA) puesto que el rango de trabajo de la curva de calibración permitió la 
cuantificación tanto de las muestras de veneno total como cada una de las fracciones 
cromatograficas, mientras que el rango de trabajo de la curva de calibración de Lowry no 
y no se contaba con los reactivos requeridos para el método de Bradford.  
 
El método BCA o valoración con ácido bicinconínico, se basa en la propiedad que tienen 
las proteínas de reducir el ión cúprico (Cu+2) a ión cuproso (Cu+1), el reactivo de ácido 
bicinconínico se usa para detectar el ión cuproso [38]. El ensayo de proteína por BCA es 
una formulación detergente-compatible para la detección colorimétrica y cuantificación de 
proteínas totales en un medio alcalino (reacción de biuret) con la alta sensibilidad y 
selectividad de la detección colorimétrica del catión cuproso (Cu+1). El producto de la 
reacción de este ensayo es un color púrpura formado por la quelación de dos moléculas 
de BCA con una de ion cuproso. Este complejo soluble en agua  exhibe una fuerte 
absorbancia a 562 nm que se hace lineal con el incremento de concentraciones de proteína 
sobre un amplio rango de trabajo (20 – 2000 µg/mL). El BCA no es un método con un 
verdadero punto final, ya que el color final continúa desarrollándose. No obstante, 
siguiendo la incubación, la velocidad de desarrollo del color es suficientemente baja para 
permitir que un gran número de muestras puedan ser ensayadas juntas [39]. 
 
La estructura macromolecular de la proteína, el número de bandas peptídicas y la 
presencia de 4 aminoácidos en particular (cisteína, cistina, triptófano y tirosina) son los 
responsables de la formación del color con BCA. Estudios con di, tri- y tetra péptidos 
sugieren que el grado de formación del color se debe a la suma de los colores individuales 
producto de los grupos funcionales. En consecuencia, generalmente las concentraciones 
de proteína son determinadas y reportadas con referencia a estándares de proteínas 
comunes tales como albúmina sérica bovina (BSA). Una serie de diluciones de 
concentración conocida son preparadas a partir de la proteína y ensayadas junto a las 
desconocidas antes de determinar la concentración de cada muestra desconocida 
mediante el uso de una curva estándar. Si se precisa de una cuantificación de una proteína 
desconocida, es aconsejable seleccionar una proteína estándar que sea similar en calidad 
a la desconocida, por ejemplo, un estándar de gama globulina bovina (BGG) puede ser 
usado cuando se ensayan muestras de inmunoglobulina [39]. 
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2.5.4. Estrategias proteomicas para el análisis de venenos de 
serpiente  
Los proteomas de los venenos de serpiente han sido analizados usando esencialmente 
tres estrategias para separar los péptidos o proteínas antes de su análisis en un 
espectrómetro de masas: (a) gel de electroforesis bi-dimensional (2DE), (b) cromatografía 
líquida (LC), y (c) combinada (LC+1DE), como se representa esquemáticamente en la 
(Figura 22) [29]. 
 
El punto isoeléctrico (pI) y el peso molecular aparente de las proteínas pueden ser 
determinados para cada punto en la electroforesis en gel bidimensional (2DE). No 
obstante, la organización macromolecular de las proteínas del veneno pueden ser también 
juzgadas comparando corridas separadas en 2DE bajo condiciones no reductoras en 
ambas direcciones vs no reductoras (primera dimensión)/ reductoras (segunda dimensión) 
[29]. 
 
En 2DE solo proteínas y péptidos largos son retenidos en los geles electroforéticos, 
mientras que péptidos  menores de 2-3 kDa se pierden. Péptidos de bajo peso molecular 
pueden ser abundantes componentes en los venenos de algunas serpientes, y pueden 
mostrar bio-actividades relevantes. En adición un inconveniente de las estrategias en gel 
es el rango limitado de concentraciones de proteína en la muestra original que puede ser 
resuelto electroforéticamente dentro de puntos no solapados. Algunas proteínas exhiben 
pI extremos, limitados al pH del gradiente usado en el paso de isoelectro-enfoque de la 
primera dimensión, proteínas inestables pueden tender a formar agregados o precipitados, 
las cuales se pierden, o producen inconvenientes de ´rayado´ que afectan en general la 
resolución [29].  Es también posible que puntos singulares presentes, contengan dos o 
más proteínas, y esto es particularmente evidente cuando la identificación se realiza en 
instrumentos altamente sensibles como  MS/MS de alta resolución. El registro de la 
estimación de la abundancia de las proteínas puede analizarse por densitometría en 2DE, 
sin embargo existe más confiabilidad en la comparación de las bandas simples generadas 
por SDS-PAGE [29]. 
 
Las estrategias de perfilación proteómica basada en LC (Figura 22b) resulta de digerir la 
muestra de veneno completo y hacerla pasar en columnas HPLC en fase reversa a la 
escala de nano-flujo, especialmente cuando son combinadas en línea con intercambio 
iónico u otros tipos de cromatografía liquida llamados 2DLC o separaciones 
multidimensionales, lo que resulta en una estimación cualitativa y cuantitativa, compleja 
por la dificultad de relacionar los péptidos con las proteínas originales [29].  Algunas 
características de las estrategias basadas en LC hacen que sea una opción atractiva para 
el estudio de venenos de serpiente, tales como, una simple preparación de la muestra, la 
alta velocidad con procesos automatizados de corrida LC-MS/MS, en conjunto con la 
detección de componentes traza de proteína lo cual provee información cualitativa y que 
con la ayuda de bases de datos y  la espectrometría de masas MS/MS [29] se llega a 
determinar la secuencia de los péptidos. 
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Figura 22.Tipos generales de estrategias analíticas en el perfilado proteómico de los venenos de serpiente. 
A). Estrategia Basada en Gel implica la separación de las proteínas del veneno por electroforesis bidimensional (2DE) 
seguido de la tinción. Las proteínas son digeridas lo que resulta en la proteólisis de los péptidos que son sometidos al análisis 
por espectrometría de masa en tándem (MS/MS). B). Estrategia basada en Cromatografía líquida (LC) (proteomica de 
escopeta) digiere todo el veneno separando los péptidos usualmente mediante un multidimensional nano flujo-HPLC, para 
análisis por MS/MS. C). La estrategia combinada de ´venómica de serpiente´ tiene ventaja en la oportunidad de desarrollar 
el fraccionamiento y cuantificación de los componentes del veneno en el mismo paso de la cromatografía en fase reversa. 
Un segundo paso de separación y cuantificación es desarrollado por SDS-PAGE seguido por densitometría en gel. Las 
bandas de las proteínas son digeridas en el gel, extraídas, y sometidas a análisis MS/MS [29]. 
 
 
Un primer flujo de trabajo donde se combina una primera separación por LC, con una 
segunda separación en SDS-PAGE, fue introducido por Calvete y colbs., y referido como 
venomica de las serpientes. Este acercamiento (Figura 22c) es el primer desarrollo a 
escala analítica por RP-HPLC en una columna C18, en el rango de muestra de 0,5 – 2 mg. 
Las fracciones son colectadas manualmente, y separadas luego por SDS-PAGE, donde 
resulta en bandas de proteína que pueden ser recuperadas y digeridas en gel, para 
finalmente ser sometidas a análisis MS/MS. Esta metodología requiere un significativo 
trabajo manual además de ser lento, especialmente en la colección y subsecuente 
procesamiento de las fracciones cromatograficas. Los componentes de proteínas que 
están presentes en cantidades traza son generalmente pasadas por alto, en comparación 
con la estrategia basada en LC debido a la predisposición de las muestras que están más 
concentradas o en mayor abundancia, a ser más evidentes por cromatografía y a la tinción 
de geles [29]. 
 
Una vez caracterizados por masa molecular (y punto isoeléctrico en el caso de 2-DE) y 
purificadas o fraccionadas por cromatografía, las muestras necesitan de identificación, lo 
que puede ser realizado por espectrometría de masas. La técnica consiste básicamente 
en la ionización de un compuesto y una evaluación de la relación masa/carga (m/z) de los 
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iones. El equipamiento utilizado consiste en una fuente de ionización, uno o más 
analizadores de masa y un detector. El primer componente es utilizado para generar iones 
peptídicos o proteicos, generalmente transfiriendo protones (H+) para las moléculas sin 
alterar su estructura química. Un ión es acelerado por campo eléctrico y separado por m/z 
en el analizador de masas, y seleccionado de acuerdo con una m/z previamente 
determinada y fragmentado en un proceso denominado en tándem (MS2 o MS/MS). 
Finalmente los iones pasan por el detector, que es conectado a una computadora con 
programas para analizar datos [37].  
 
Después de determinar la relación de m/z del péptido intacto, se realiza el secuenciamiento 
por medio de un segundo evento MS: los péptidos más abundantes son específicamente 
seleccionados y sometidos a fragmentación por colisión con un gas inerte o por 
transferencia de electrones. El espectro MS/MS resultante es en realidad una lista de 
relaciones m/z para fragmentos distintos, cuyas diferencias en masa corresponden a un 
único aminoácido. Una evaluación de estos fragmentos con tamaños crecientes a partir de 
la cadena N terminal o C terminal permite la deducción de la secuencia de un péptido. Con 





Para llegar a establecer la metodología desarrollada en este trabajo, se estandarizaron las 
condiciones de cuantificación y separación partiendo de trabajos publicados en las bases 
de datos y que fueran acordes a las necesidades y recursos del INS. Se inició con la 
búsqueda del solvente que solubilizara tanto el veneno liofilizado como las fracciones 
cromatograficas, encontrándose que la solución salina al 0,85% era el mejor 
representante, esta idea surgió del hecho que durante el proceso de inmunización de los 
caballos, el veneno se inyecta disuelto en solución salina; durante la estandarización de la 
metodología se utilizó buffer PBS pH 7.4 pero las muestras no presentaron la solubilidad 
que se obtuvo con la solución salina.  
 
El siguiente paso consistió en cuantificar tanto el veneno total como las fracciones 
cromatográficas que presentaran absorbancia a 215 nm; dadas las condiciones de trabajo 
no fue posible recolectar cada señal de pico como una única fracción porque en los 
ensayos preliminares se estableció que los contenidos proteicos eran indetectables por el 
método BCA y por electroforesis por tanto se decidió recolectar las fracciones por tiempo 
y mezclarlas, debido además a que se recuperaban demasiadas muestras para cada uno 
de los venenos lo que no facilitaba su rápido análisis y preparación. Se decició trabajar con 
el método BCA puesto que la curva de calibración permitía tanto la cuantificación de la 
solución de veneno como la de las fracciones mientras que por el método Lowry (el cual 
también fue ensayado) solo se facilitaba la cuantificación de la solución de veneno total.  
 
Estos ensayos preliminares permitieron definir los tiempos de recolección de las fracciones 
al igual que las abundancias cualitativas aproximadas referidas a la altura de pico en el 
perfil cromatográfico. Igualmente, se definió que la separación por SDS-PAGE se llevara 
a cabo con una solución de veneno diferente a la preparada para la separación 
cromatografica puesto que este último proceso requería de un tiempo prolongado de 
análisis y preparación que conllevaba a que la solución de veneno remanente sufriera 
degradación. Con el fin de llevar a cabo una comparación cualitativa de las bandas entre 
fracciones, se pretendió sembrar aproximadamente la misma cantidad de proteína por 
pozo en SDS-PAGE ya que se observó que la intensidad de ciertas bandas dependía del 
veneno y no de la técnica utilizada; y la asignación de la posible presencia de cada una de 
las familias de proteínas en los venenos, se estimó mediante la comparación de los  pesos 
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3.1. Consideraciones generales y obtención de los 
venenos 
 
El estudio se considera de tipo descriptivo de corte transversal, con implementación de 
una metodología analítica para análisis de muestras de veneno de serpientes, las cuales 
hacen parte del banco de venenos de la Dirección de Producción del Instituto Nacional de 
Salud, donde se analizaron muestras de 15 venenos que provienen de serpientes de la 
familia Viperidae. Estos venenos de diferentes regiones de Colombia, se componen de 
pooles de venenos líquidos obtenidos a partir de serpientes de la misma especie que 
proceden de la misma zona geográfica, machos y hembras, en diferentes etapas de 
desarrollo biológico, los cuales una vez se liofilizan, homogenizan, se mezclan y 
almacenan a  -200C (Tabla 11). 
 





Bothriechis B. schlegelii 1 Pacífica I (Tambo- Cauca) 299032A014P 




Bothriopsis B. bilineata 3 Amazonía   (Leticia-Amazonas) 299025A049P 
Bothrops B.asper 4 Andina (Armero- Tolima) 299003A000P 
B. asper 5 Atlántico (Chiriguaná- 
Cesar) 
299001A002P 
B.asper 6 Pacífica (Gorgona-Cauca) 299002A064P 
B. atrox 7 Amazonía   (Florencia- 
Caquetá) 
214015A050P 
B. atrox 8 Orinoquía (Tame- Arauca) 205014A033P 
Crotalus C. durissus 9 Andina 
(Magdalena 
Medio)  
(Armero- Tolima) 299053A000P 
C.durissus 10 Atlántico (Chiriguaná-Cesar) 299051A002P 
C.durissus 11 Orinoquía (Puerto Gaitán- 
Meta) 
204054A047P 
Lachesis L.acrochorda 12 Pacífica  (Tambo- Cauca) 201072A014P 
L. muta 13 Orinoquía (Villavicencio-
Meta) 
214065A035P 
Porthidium P. lansbergii 14  Andina (Carepa- 
Antioquia) 
216043A060P 
P. nasutum 15 Pacífica (Pereira – 
Risaralda)                   
217183A0831 
 
Tabla 11.Muestra de venenos de serpiente usadas en este estudio. 
Se describen los géneros, especies, ubicación geográfica y número de lote de cada uno de los venenos utilizados en el 
presente trabajo.  




Figura 23. Distribución geográfica por región para cada una de las especies evaluadas. 
En el mapa de Colombia [43] podemos ubicar las zonas geográficas y la localidad de procedencia, los números corresponden 
a la ubicación de la especie de serpiente mencionada en la Tabla 11: 1 y 2. Bothriechis schlegelii; 3. Bothriopsis bilineata; 4, 
5 y 6 Bothrops asper; 7 y 8. Bothrops atrox; 9,10 y 11 Crotalus durissus; 12. Lachesis acrochorda; 13. Lachesis muta; 14. 
Porthidium lansbergii; 15. Porthidium nasutum. 
 
3.2. Desarrollo de la metodología analítica 
Los venenos liofilizados, se disolvieron en solución salina 0,85% p/v para cuantificar su 
composición proteica por el método del acido bicinconinico (BCA) y posterior detección 
espectrofotométrica de los complejos coloreados a 562 nm. Esta metodología se detalla  
en el numeral 3.2.2. Una vez se estableció el contenido proteico, se utilizaron dos métodos 
de separación física como son RP-HPLC (numeral 3.2.1.) y electroforesis en gel de 
poliacrilamida (SDS-PAGE) (numeral 3.2.3.) (Figura 24). 
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Figura 24. Metodología de análisis. 
Este diagrama describe el orden y secuencia que se llevó acabo para la obtención de los perfiles electroforéticos y 
cromatograficos tanto para fracciones de veneno como para el veneno total. 
 
3.2.1. Separación por RP-HPLC 
 
De cada muestra de veneno se realizaron dos pesadas consecutivas alrededor de 7 mg 
(muestra 1) y 3 mg (muestra 2), en tubos eppendorf de capacidad de 1 mL bajo condiciones 
ambientales bajo cabina de trabajo biologica. La muestra 1 se disolvió en solución salina 
preparada al 0,85% p/v, puesto que se observó que la muestra de veneno formaba una 
solución, a una concentración de 100 mg/mL de liofilizado. Esta solución se separó el 
mismo día por RP-HPLC para obtener las fracciones. La muestra 2, se dejó guardada para 
ser usada en la cuantificación de proteínas totales y para la corrida electroforética, se 
disolvió igualmente en solución salina, pero el día de esta segunda prueba. Con la muestra 
disuelta y recién preparada, se llevó a cabo la separación de las proteínas por duplicado 
por cromatografía líquida mediante la inyección de 20 µL, mediante el siguiente sistema: 
Columna cromatografica en fase reversa Lichrosphere RP100 C18 (250×4 mm, 5 μm 
tamaño de partícula), flujo 1 mL/min en gradiente no lineal de 0.1% TFA en agua (solución 
Pesaje y dilución del veneno liofilizado 
Cuantificación de proteínas: BCA 
Identificación de masas moleculares de proteínas. 
Desarrollo de perfiles proteicos por HPLC. 
Obtención de fracciones proteícas. 
Análisis comparativo de perfiles: individuales y 
colectivos 
Desarrollo de perfiles electroforéticos 
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A) y acetonitrilo (solución B). Sistema detector (Arreglo de diodos) con longitud de onda de 
215 nm (Tabla 12).  
 
Tiempo (min) %(TFA (0,1%) /AGUA)  % (ACN) Flujo (mL /min) 
 
0,0 95,0 5,0 1,0 
10,0 95,0 5,0 1,0 
30,0 85,0 15,0 1,0 
150,0 55,0 45,0 1,0 
180,0 30,0 70,0 1,0 
 
Tabla 12.Rampa de gradiente para la separación de las proteínas por RP-HPLC. 
Las fracciones se recolectaron manualmente, dadas las condiciones del equipo utilizado. 
Para la recolección se consideraron únicamente aquellas fracciones que presentaran 
absorbancia a 215 nm. Los tiempos de recolección para cada perfil cromatográfico se 
mantuvieron para los venenos provenientes de las mismas especies y se establecieron 
con base en la estandarización de la técnica. Una vez recolectadas las fracciones se 
procedió a secarlas mediante el empleo de una centrífuga con vacío para evaporación del 
solvente, a una temperatura de secado a 37 °C. Una vez evaporado el solvente, las 
muestras se almacenaron a -20°C mientras se realizaba la correspondiente cuantificación 
y el análisis electroforético.  
 
3.2.2. Cuantificación de proteínas 
 
La cuantificación de proteínas totales o fraccionadas se realizó mediante el método BCA 
de Pierce utilizando el Kit Pierce BCA protein assay, Thermo Scientific, este complejo 
exhibe linealidad con incremento de la concentración de proteína en un amplio rango de 
trabajo (20 – 2000 µg/mL). Para realizar la curva de calibración se tomaron 50 µL de cada 
solución patrón de Albúmina Sérica Bóvina del 98 % de pureza (ASB) [39] (Anexo A, Tabla 
1), la muestra 2 (numeral 3.21.) de veneno se cuantificó una sola vez (puesto que solo se 
contaba con el peso de una muestra) mientras que cada una de las fracciones recolectadas 
por cromatografía, se cuantificó por duplicado utilizando alícuotas de 2 µL, se llevaron a 
tubos eppendorff de 2.0 mL, cada tubo se llevó a un volumen de 1.0 mL con reactivo de 
trabajo (RT) y se mezclaron en vórtex durante 2 segundos. 
   
Las muestras una vez mezcladas, se taparon e incubaron por 30 minutos a 37 °C, el equipo 
utilizado fue un baño maría. Transcurridos los 30 minutos, se enfriaron los tubos a 
temperatura ambiente, y se leyeron las muestras en un espectrofotómetro a una longitud 
de onda de 562 nm. Se leyó un blanco (mezcla de reactivos) y las muestras (estándares 
de la curva de calibración, fracciones y veneno puro). Se midió subsecuentemente la 
absorbancia de todas las muestras dentro de los 10 primeros minutos debido a que la 
reacción se sigue llevando acabo. Se tomó la medida del blanco de cada lectura de las 
muestras y patrones de concentración. Se preparó la curva estándar al graficar cada 
concentración vs absorbancia de las concentraciones del patrón. Y se determinó de esta 
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3.2.3. Separación por SDS-PAGE 
 
Las muestras de proteínas secas provenientes de las fracciones, se resuspendieron con 
solución salina (0.85% p/v) entre 15 y 40 µL, dependiendo de su abundancia cualitativa 
(referida a la altura de pico en el perfil cromatográfico) en el veneno total, la cual se tomó 
visualmente (observando y comparando la altura entre los picos cromatograficos de un 
mismo veneno), y se cuantificó su contenido proteico mediante el método BCA como se 
mencionó anteriormente.  
 
Para la separación electroforética por SDS-PAGE se sembraron cerca de 25 µg de proteína 
en cada carril. Se usó un sistema discontinuo con concentraciones de poliacrilamida para 
el gel concentrador de 5% y para el gel separador de 15%. Los geles se trabajaron en 
condiciones reductoras y no reductoras, para las condiciones reductoras se utilizó el 
reactivo 2-mercaptoetanol (en una proporción de 900 μl de buffer muestra 2x y 100 μl de 
2-mercaptoetanol). Finalmente, la tinción de geles se llevó a cabo con azul brillante de 
Coomassie R-250. 
 
En la preparación de la muestra se tuvo en cuenta el contenido total de proteína presente 
en ella, con el fin de conocer y controlar la cantidad de proteína que se agrega en cada 
pozo. Para ello se empleó el método BCA mencionado anteriormente. La muestra se 
adicionó resuspendida en solución salina 0,85 %, y en amortiguador (buffer muestra 2X), 
en una relación 1:1, controlando que al tomar el volumen de 10 µL para adicionar al pozo, 
esta muestra contuviera una cantidad de proteína menor a 25 µg con el fin de optimizar la 
resolución de las proteínas durante su elución por el gel electroforético, y de igual manera 
para ambas condiciones, reductoras y no reductoras. 
 
Las condiciones reductoras se prepararon adicionándo al buffer muestra 2X, el agente 
reductor 2-mercaptoetanol y calentando las muestras a 90 °C en baño serológico durante 
5 minutos. La reacción se detuvo sacando las muestras del baño terminados los 5 minutos 
y colocándolas en hielo por 3 minutos.  
 
A todos los geles de corrida se les adicionó como muestra de referencia, 5 µL de estándar 
de peso molecular conocido de las siguientes características: 
 
-BenchMarkTM Unstained Protein Ladder que permite determinar con exactitud pesos 
moleculares para geles electroforéticos de poliacrilamida. 
-Este estándar consiste en las bandas de 15 proteínas en el rango de peso molecular de 
~10 – 220 kDa. 
-Las bandas de proteínas con pesos moleculares de 20 y 50 kDa son más prominentes 
para facilitar la orientación y la identificación. 
-El buffer de almacenamiento consiste en: 50 mM Tris-HCl (pH 6.8), 2 mM EDTA, 10 mM 
DTT, 2% (w/v) SDS, 10% (w/v) Glicerol, 0.01 % (w/v) de Azul de Bromofenol. 
 
Una vez los geles de corrida estaban ubicados correctamente en la cámara electroforética, 
se inició la corrida a 70 voltios durante 40 minutos, al término del cual se aumentó el voltaje 
a 120 voltios hasta finalizar la corrida aproximadamente a los 100 minutos. Una vez 
terminada la corrida, los geles se desmontaron y se fijaron durante 45 minutos, realizando 
movimientos periódicos para su fijación homogénea. Transcurrido este tiempo, se pasó el 
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gel a la solución colorante por aproximadamente 45 a 60 minutos. Finalmente, los geles 
se decoloraron, realizando lavados con cambio de la solución, hasta obtener el nivel 
deseado de decoloración. El registro de los resultados se realizó utilizando el 
fotodocumentador Gel Doc XR+ y el software Image Lab 4.0. 
 
 
3.3. Consideraciones éticas del proyecto 
 
Conforme a las consideraciones éticas de la resolución 008430 de 1993 del Ministerio de 
Salud de la República de Colombia, por la cual se establecen las normas científicas, 
técnicas y administrativas para la investigación en salud, y de acuerdo al riesgo inherente 
al estudio, se clasifica este proyecto como investigación con riesgo mínimo según el 
artículo 11, porque consiste en un estudio descriptivo que incluyó solo el registro del banco 
de venenos de serpientes de la Dirección de Producción del Instituto Nacional de Salud, 
Bogotá, Colombia. 
La preparación de soluciones de veneno y el manejo y manipulación del mismo se 
desarrolló, siguiendo los instructivos INT-R04.6021.014 Manejo y almacenamiento de 
venenos liofilizados de serpientes y el INT-R04.6031.018 Extracción, liofilización, mezcla 
y mantenimiento de venenos de serpientes del INS, ya que la muestra de veneno fue 
manipulada en las instalaciones del INS. Se siguieron además, los lineamientos de la Guía 
de Bioseguridad en laboratorios microbiológicos y biomédicos, 5ta edición (2009). El 
manejo de residuos se realizó, siguiendo los lineamientos del Decreto número 351 del 19 
de febrero de 2014 “Por el cual se reglamenta la gestión integral de los residuos generados 
en la atención en salud y otras actividades” y el instructivo INT-A05.0000.002 Gestión 
integral de residuos, del Instituto Nacional de Salud. 
Para este estudio no fue necesario un consentimiento informado, puesto que no se 
capturaron animales ni se requirió el uso de animales de experimentación. El INS por su 
parte, está ajustado a la normatividad vigente tanto para la colecta y mantenimiento en 
cautiverio de serpientes, como para la extracción u obtención de material biológico, 
manipulación, procesamiento y almacenamiento en el Banco de Venenos, factores 
considerados en su función misional para la producción de antivenenos con el fin de 
atender las necesidades de salud pública en el país. 
 
El trabajo fue sometido ante el Comité de ética de la Facultad de Medicina de la 
Universidad Nacional de Colombia el 06 de marzo de 2017, quien consideró que el 
proyecto de investigación no presenta dilemas éticos por tanto emitió concepto aprobatorio 







4. Resultados y análisis  
En este capítulo se presentan los resultados de los perfiles proteicos obtenidos por la 
combinación de las técnicas de RP-HPLC y SDS-PAGE  para 15 venenos de especies de 
serpientes (representadas en 6 géneros) de distintas regiones de Colombia. Los detalles 
experimentales, así como la descripción de las muestras y su procedencia fueron 
presentados en el capítulo 3 “Metodología”. Los resultados se agrupan de acuerdo  género 
de las serpientes del cual se obtuvo cada muestra de veneno de tal manera que fácilitó la 
comparación entre los perfiles proteicos de los venenos de la misma especie y su 
procedencia, así como la comparación entre los resultados de este estudio y otros para la 
misma especie según la literatura encontrada. Se incluye al comienzo del capítulo, los 
resultados de la cuantificación de proteínas tanto para las muestras iniciales o veneno total 
como para las fracciones cromatográficas (RP-HPLC) que fueron usadas para la posterior 
separación electroforética (SDS-PAGE). 
4.1. Cuantificación de proteínas 
La cuantificación de proteínas se llevó a cabo según el método de BCA como se describió 
previamente (sección 3.2.2. Cuantificación de proteínas). De esta manera se obtuvo una 
curva de calibración que fue usada como referencia para la cuantificación de la 
concentración de proteína tanto en el veneno total como en las fracciones obtenidas luego 
de la separación cromatográfica (Figura 25).  
 
 
Figura 25. Curva de calibración con patrón de Albúmina sérica bovina. 
La curva se construyó usando 8 concentraciones de ASB del 98 % de pureza, en un rango entre 1,5 µg/mL y 53,3 µg/mL. 
Las lecturas se llevaron a cabo a una longitud de onda de 562 nm. Para cada concentración de ASB se prepararon 2 
soluciones independientes. En la gráfica se muestra la línea de tendencia junto con la ecuación de la recta y el respectivo 
coeficiente de correlación el cual es cercano a 1.  
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Los resultados de la cuantificación de proteínas para cada veneno muestran variabilidad 
en el contenido proteico (Tabla 13), siendo las muestras de las especies del género 
Porthidium las de menor porcentaje (45% en promedio), mientras que se observa que otras 
muestras presentan contenido proteico más alto como es el caso de B. schlegelii (Pacífica 
II) y B. asper (Atlántico) representado con 100 % y 94 %, respectivamente.  
 






























5,16 50 103 3,61 71,87 70 
Pacífica II 
 
3,11 30 104 3,11 104,40 100 
Bothriopsis B. bilineata Amazonía 
 











5,02 50 100 3,56 73,24 71 
Atlántico 
 
4,47 40 112 4,20 105,46 94 
Pacífica 
 





3,62 40 90 2,35 59,28 65 
Orinoquía 
 











4,12 40 103 3,21 79,97 78 
Atlántico 
 
3,43 40 86 1,96 64,68 57 
Orinoquía 
 
2,80 30 93 2,04 68,18 73 
 
Lachesis 
L. acrochorda Pacífica 
 
3,33 30 111 2,40 79,58 72 
L. muta Orinoquia 
 
3,71 40 93 2,00 49,80 54 
 
Porthidium 
P. lansbergii Andina 
 
3,00 30 100 1,47 49,23 49 
P.nasutum Pacífica 
 
3,63 40 91 1,63 40,50 45 
Tabla 13. Concentración total de proteína por muestra de veneno 
En esta tabla se relaciona la cantidad de veneno liofilizado pesado, cantidad de proteínas total (mg), concentración de 
proteína en la dilución final utilizada para la cuantificación y la relación de porcentaje de proteína en el veneno total por 
especie y procedencia. 
 
 
Los contenidos proteicos bajos registrados de la Tabla 13, podrían deberse a la presencia 
de péptidos, ácidos libres, carbohidratos, lípidos entre otros, que no son reconocidos por 
el ensayo BCA (este método permite por su sensibilidad realizar ensayos en microplacas 
o celdas con diferente rango de dilución). Este hecho en particular podría tener 
repercusiones en la magnitud de la respuesta inmune de los animales utilizados para la 
producción de los plasmas equinos, y con ello mostrar una respuesta específica y diferente 
para cada especie de serpiente. 
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Luego de la separación de los venenos por RP-HPLC, se procedió a la recolección de 
fracciones para su respectiva cuantificación (la cantidad de fracciones recolectadas varió 
dependiendo del género de serpiente como se describió en la sección 3.1., Tabla 11). La 
cuantificación llevada a cabo en las fracciones recolectadas permitió usar una cantidad de 
proteína similar (20 µg, en promedio); sin embargo, algunas fracciones cuya concentración 
de proteína fue muy baja de tal manera que no fue posible equiparar la cantidad de proteína 
sembrada con las demás muestras, se utilizó la cantidad disponible  (Tabla 14). Lo anterior 
se realizó con el fin de optimizar la resolución en la separación de las proteínas en el gel 
electroforético y con el fin de utilizar la misma concentración de proteína tanto en 









Cantidad (µg) de proteína usada en la electroforesis 
Veneno  
total 





Pacífica I 20 15 24 24 17 18 - 
 
- 
Pacífica II 22 15 20 10 15 15 11 13 
 





Andina 25 28 30 30 10 20 - - 
 
Atlántico 22 24 15 20 14 10 - - 
 




Amazonía 20 20 27 16 - - - - 
 





Andina (Magdalena Medio) 17 10 21 35 26 23 22 - 
 
Atlántico 18 1,5 24 20 23 22 18 - 
 
Orinoquía 19 7,5 24 40 43 30 26 - 
 
Lachesis acrochorda Pacífica 17 25 25 19 22 24 - - 
 
Lachesis muta Orinoquia 17 26 15 22 32 16 - - 
 
Porthidium lansbergii Andina 10 25 26 24 10 10 - - 
 
Porthidium nasutum Pacífica 17 24 23 18 25 36 - - 
 
 
Tabla 14. Cantidad de proteína (µg) utilizada para las electroforesis. 
Para cada veneno se decribe la especie y procedencia, las cantidades en µg de proteína sembrada para el análisis 
electroforético tanto para la muestra total de veneno como para cada una de las fracciones cromatográficas y el número de 
las mismas. 
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4.2. Perfiles cromatográficos y electroforéticos 
El uso del método cromatográfico y electroforético seleccionado se basa en la 
consideración de algunas características fisicoquímicas de las proteínas como la 
distribución de carga superficial, la composición de aminoácidos, la carga neta y el peso 
molecular. Aunque para la cromatografía se tomaron como base las condiciones de corrida 
establecidas en estudios previos reportados en la literatura para especies de serpientes 
colectadas en Colombia (Bothrops atrox proveniente del Meta [18], Bothrops atrox 
proveniente del Magdalena Medio región (Departamento de Antioquia) [32], Lachesis 
acrochorda [33], Crotalus durissus cumanensis proveniente del Meta [23]), se tuvieron que 
estandarizar las metodologías para adaptarlas a las necesidades de las muestras y los 
recursos del INS como se menciona previamente en la metodología (numeral 3). 
Para este estudio se consideraron algunas de las condiciones cromatográficas reportadas 
en la literatura [18, 23, 32, 33, 34]. Se mantuvo la separación por medio de un sistema de 
cromatografía líquida, con columna en fase reversa C18. Sin embargo, durante la 
estandarización se ajustaron algunas condiciones como el solvente de disolución de las 
muestras, el flujo de elución, el tiempo de corrida, la fase móvil y el gradiente de elución. 
Las proteínas se detectaron a una longitud de onda de 215 nm, aunque no se estimaron 
las abundancias relativas. Debe tenerse en cuenta que para todos los casos se partió de 
una concentración de liofilizado de alrededor de 100 mg/mL, que se hizo evidente en la 
variabilidad del contenido de proteína para cada una de las especies estudiadas como se 
observa con el porcentaje de proteína cuantificado (Tabla 13), y en la variación de las 
alturas de los picos cromatograficos entre especies. 
 
De acuerdo al tipo de cromatografía usada en este trabajo (RP-HPLC), la polaridad de la 
fase móvil de elución y la columna cromatográfica, se observa que las muestras de los 
venenos estudiados en este trabajo, presentan compuestos de alta polaridad las cuales 
podrían corresponder a péptidos de bajo peso molecular y nucleótidos en el rango de 
tiempo de 20 a 50 minutos, en el rango de 50 a 80 minutos a pequeñas proteínas como 
inhibidores de tipo Kunitz, en el rango de tiempo de 80 a 120 proteínas de tamaño medio 
como las CRISP, PLA2, SP, y entre 120 minutos y 180 minutos a proteínas grandes o más 
hidrofóbicas como lo son svMP, LAO; lo que se correlaciona con lo reportado en la literatura 
[29]. 
 
En cuanto a las condiciones electroforéticas, las masas moleculares de las proteínas 
fueron determinadas por electroforesis SDS-PAGE (en geles de poliacrilamida 15%) como 
refiere la literatura [32, 33, 23, 34], bajo condiciones reductoras y no reductoras usando 
como método de detección azul brillante de Coomassie R-250. Se  usaron condiciones 
reductoras con el  propósito de poner en evidencia la presencia de puentes disulfuro 
intercatenarios en las proteínas que los posean en su estructura y, de esta manera poder 
realizar una comparación de los perfiles encontrados en este estudio, con los reportados 
en la literatura.  
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4.2.1. Género Bothriechis 
En este estudio se usaron 2 muestras de veneno de la especie Bothriechis schlegelli 
provenientes de la región Pacífica I y Pacífica II colombianas, la primera específicamente 
del Tambo-Cauca (Pacífica I) y la segunda de Santa Rosa-Risaralda (Pacífica II). Las 
muestras provienen de especies que habitan regiones distantes entre ellas, sin embargo, 
cabe mencionar que la primera si corresponde a la Región Pacífica (Figura 23, página 42), 
mientras que la segunda pertenece a la Región Andina de acuerdo a las regiones que 
dividen geográficamente el mapa de Colombia (Figura 23, página 42). 
 
Al comparar los cromatogramas obtenidos de las dos muestras (Figura 26), se observa 
que la mayoría de los picos son comunes entre ellas en los intervalos de tiempos en que 
fueron recolectadas las fracciones; esto es de esperarse ya que se trata de la misma 
especie, sin embargo también existen algunas diferencias en lo que se refiere a la 
presencia de algunas proteínas y a sus abundancias relativas (altura de pico en mAU) 
(paneles A y B, Figura 26).  
 
A partir de la corrida cromatográfica de la muestra de veneno de la región Pacífica I se 
tomaron 5 fracciones, mientras que de la muestra de veneno de Pacífica II se tomaron 7 
(Tabla 15); en las fracciones tomadas a los mismos intervalos de tiempo se observan 
diferencias en presencia y abundancia de proteínas, de esta manera se tiene que en el 
panel de Pacífica II (Figura 26, panel B), hay 5 picos en la fracción FIII (picos 9, 10, 11,12 
y 13) con alturas máximas de aproximadamente 500 mAU; en la fracción FIV el pico 14 
cuenta con aproximadamente 1600 mAU y en la fracción FV el pico 15 con 
aproximadamente 1500 mAU. Por su parte en el panel de Pacífica I (Figura 26, panel A) 
los mismos picos 10, 11,12 y 13 presentan alturas máximas de aproximadamente 150 
mAU, el pico 14 de Pacífica II podría corresponder al pico 15 de Pacifica I el cual presenta 
aproximadamente 250 mAU y el pico 15 de Pacífica II podría corresponder al pico 17 de 
Pacífica I el cual presenta aproximadamente 600 mAU; se observa además mayor 
presencia de proteína en la fracción I (pico 4 y 5) con alturas aproximadas de 800 mAUy 
1250 mAU respectivamente y presencia en la fracción FV del pico 22, el cual no se aprecia 
en Pacífica II. En lo referente a las semejanzas entre ambos venenos se tiene que la 
fracción FII de ambas muestras de veneno presentan relativamente la misma proporción 
de proteínas (picos 8 y 9 en Pacífica I y picos 7 y 8 de Pacífica II) con alturas de 
aproximadamente de 200 mAU y 700 mAU respectivamente; y que la fracción FIV de 
Pacífica I (picos 18 y 19) corresponde con la fracción FVI de Pacífica II (picos 16 y 17), 
aunque sus abundancias son distintas (aproximadamente 300 mAU para el pico 18 y 19 y 
de 500 mAU y 700 mAU para los picos 16 y 17 respectivamente). Finalmente los picos 20 
y 21 de la fracción FV de Pacífica I se corresponden con los picos 18 y 19 de la fracción 
FVII de Pacífica II, aunque sus abundancias varían un poco, el pico 20 pueden llegar a una 
altura de aproximadamente a 250 mAU mientras que el pico 18 alcanza 500 mAU. 
 
Con respecto al contenido proteico, se presenta mayor concentración en el veneno de la 
especie proveniente de Pacífica II comparado con Pacífica I (Tabla 13, página 48). Esta 
diferencia se podría deber a que desde el minuto 80 y hasta el minuto 130 el veneno 
muestra mayor número de proteínas, no vistas en el cromatograma de Pacífica I, además 
de encontrarlas en mayor abundancia con respecto a la altura de los picos cromatográficos 
como se mencionó anteriormente. 
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Se construyó la Tabla 15 para presentar los intervalos de tiempo en que se tomaron las 
fracciones cromatográficas, para cada muestra de veneno. 
 
B. schlegelii (Pacífica I) B. schlegelii (Pacífica II) 
No. de fracción Tiempo de corrida 
(min) 
No. de fracción Tiempo de corrida 
(min) 
I 20 -50 I 20 -49 
II 50 -90 II 49- 82 
- - III 82 – 115 
III 105 – 128 IV 115 – 124 
- - V 124 – 134 
IV 128 – 150 VI 134 – 146 
V 150 – 175 VII 150 - 175 
 
Tabla 15. Intervalos de tiempo para cada fracción cromatográfica entre especies del género Bothriechis. 
El No. de fracción corresponde a la fracción cromatográfica y el tiempo de corrida corresponde al intervalo de tiempo en que 
se tomó. 
 
En general se observó la presencia de las mismas proteínas en ambas muestras de  
veneno de B. schlegelii (Pacífica I y Pacífica II) (Figura 26), esta descripción de contenido 
proteico se aclara mejor después de evaluar el perfil electroforético (Figura 27 Perfiles 
electroforéticos del género Bothriechis); sin embargo la composición proteica varía pero no 
apreciablemente debido a que pertenecen a la misma especie, lo que podría indicar que 
la ubicación no afecta la presencia de proteínas en los venenos, pero si a su abundancia.  
 
De la evaluación de los perfiles electroforéticos se tiene que, el pico 10 de ambos 
cromatogramas coincide en tiempo de corrida y en el perfil electroforético en condiciones 
no reductoras, tratándose al parecer de proteínas de masa molecular de alrededor de 10 
kDa. Los picos 12 y 13 de Pacífica II, en el perfil electroforético en condiciones no 
reductoras, podrían corresponder a proteínas de masas moleculares de 20 y 25 kDa, el 
pico 14 de ambas corridas cromatográficas a proteínas de masa molecular entre 20 y 25 
kDa; mientras que el pico 17 de la fracción FIII de Pacífica I que corresponde al pico 15 de 
Pacífica II, en el perfil electroforético en condiciones no reductoras podría tratarse de 
proteínas con masa molecular de alrededor de 15 kDa. Por su parte los picos 18 y 19 de 
Pacífica I que corresponden a los picos 16 y 17 de Pacífica II, en el perfil electroforético en 
condiciones no reductoras se concuerdan de manera más abundante con masas 
moleculares de 25 y 30 kDa. El pico 22 de Pacífica I, no lo presenta Pacífica II, podría 
corresponder por abundancias en el perfil electroforético en condiciones no reductoras a 
las proteínas de masa molecular de 25 kDa. 
 




Figura 26. Perfiles cromatográficos del género Bothriechis. 
Separación de las proteínas del veneno de dos muestras de B. schlegelii –Pacífica I (Panel A, Tambo-Cauca) y B. schlegelii 
–Pacífica II (Panel B, Santa Rosa-Risaralda) de Colombia. Los dos paneles muestran la separación por HPLC en fase reversa 
de las proteínas del veneno. Se inyectaron 20 µL de la solución de  veneno en una columna Lichrosphere RP100C18 (250x 
4mm, 5 µm) con las siguientes condiciones cromatográficas: flujo en gradiente no lineal de TFA en agua 0,1 % (Solución A) 
y ACN (Solución B) y así, 95% A: 5% B por 10 min, seguido por 85 % A: 15% B por 20 min, 55% A: 45% B por 120 min, 30 
% A: 70% B por 30 min. Las fracciones fueron colectadas manualmente.  
 
 
No se observan diferencias entre los perfiles electroforéticos del veneno de la especie B. 
schlegelii Pacífica I y sus fracciones en condiciones reductoras y no reductoras (Figura 27 
A, B, D, E), al igual que entre los perfiles electroforéticos del veneno de la especie B. 
schlegelii Pacífica II y sus fracciones en condiciones reductoras y no reductoras (Figura 27 
F, G, C). Las señales de la fracción FI que se observan en ambos cromatogramas, en 
ninguna condición electroforética pudieron ser observados, debido posiblemente a que 
esta fracción contenga péptidos de peso molecular por debajo a 10 kDa o moléculas no 
proteicas de acuerdo a lo reportado por Lomonte B. y Calvete J. [29]. En el veneno de 
Pacifica I y por la presencia en el cromatograma, tal vez se encuentren desintegrinas en la 
fracción FII, asignándole una masa alrededor de 10 kDa; mientras que en la especie de 
Pacífica II, quizás no haya desintegrinas en la fracción FII. Para Pacifica I, en la fracción 
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FIII tanto en condiciones reductoras como no reductoras se observa una banda gruesa, 
correspondiendo al parecer a la presencia de PLA2 con una masa molecular de 
aproximadamente 14 kDa, coincidiendo con lo reportado en la literatura [20]. Una segunda 
banda gruesa que igualmente se aparece en la fracción FIII pero que presenta una masa 
molecular de alrededor de 20 kDa podría corresponder también a una  PLA2, mientras que 
la banda tenue de la misma fracción con 25 kDa a una CRISP. Para Pacifica II, en la 
fracción FIII tanto en condiciones reductoras como no reductoras se observa una banda 
gruesa, correspondiendo al parecer a la presencia de PLA2 con una masa molecular de 
aproximadamente 12 - 13 kDa, coincidiendo con lo reportado en la literatura [20]. La 
segunda banda menos gruesa, que igualmente se revela en la fracción FIII pero que 
presenta una masa molecular de alrededor de 20 kDa podría corresponder también a una 
PLA2, mientras que la banda tenue de la misma fracción con 25 kDa podría corresponder 
a una CRISP.  
 
En la fracción FIV de Pacifica I se aprecian 5 bandas, dos de ellas más gruesas, que por 
masas moleculares podrían corresponder así: banda de 23 kDa a la presencia de svMP P-
I, la banda de 32 kDa y la de 35 kDa a SP, la banda de 50 kDa a svMP P-III y la de 60 kDa 
a una svMP P-III. En la fracción FIV de Pacifica II se aprecia abundancia de una proteína 
alrededor de 15 kDa que tal vez corresponda a una PLA2 y entre 20 y 25 kDa a una svMP 
P-I o CRISP. En la fracción FV de Pacifica I se aprecian unas ocho (8) bandas, cuatro (4) 
de ellas más gruesas, que por masas moleculares se podrían distinguir como sigue: dos 
bandas (una delgada y una gruesa) de 23 kDa y 25 kDa por la presencia de svMP P-I, la 
banda delgada de 35 kDa por la presencia de SP, la banda delgada de 48 kDa y otra 
gruesa de 50 kDa a svMP P-III, la banda delgada de 60 kDa a  svMP P-III, la banda de 
gruesa de 70 kDa a  svMP P-III y una banda gruesa de 160 kDa a LAO. En la fracción FV 
de Pacifica II, se aprecian 6 bandas, dos de ellas en mayor abundancia que por masas 
moleculares se podrían identificar así: la banda de 15 kDa como una PLA2, la banda de 23 
kDa a svMP P-I, las bandas de 32 kDa, 35 kDa y 40 kDa a SP, la banda de 50 kDa a svMP 
P-III y la de 70 kDa a una svMP P-III. En la fracción FVI de Pacifica II, se observan también 
6 bandas, dos de ellas con mayor presencia, quizá se deba a la siguiente descripción: 
banda de 25 kDa como CRISP, la banda de 32 kDa como SP, la banda de 50 kDa como 
svMP P-III, las de 90 kDa, 100 kDa y 160 kDa como LAO. En la fracción FVII se observa 
la presencia por encima de 50 kDa al parecer de svMP P-III y SP y entre 30 kDa y 40 kDa  
de SP, posiblemente. 
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Figura 27. Perfiles electroforéticos del género Bothriechis. 
Separación del veneno y sus fracciones cromatográficas  en SDS-PAGE, corridas bajo condiciones no reductoras de la 
especie B. schlegelii Pacífica I (panel A, D) y B. schlegelii Pacífica II (panel F y C) y reductoras B. schlegelii Pacífica I (panel 




A B C 
D E 
F G 
62 Análisis comparativo del contenido proteico de venenos de serpientes de la 
familia Viperidae de diferentes regiones de Colombia mediante el empleo de 
cromatografía líquida y electroforesis 
Título de la tesis o trabajo de investigación 
 
En la literatura se encuentra muy poca información acerca de la proteómica del veneno de 
este género y en especial de esta especie, sin embargo se observa en las electroforesis 
del veneno de neonatos [20] (Figura 28, Panel A), y adultos [21] (Figura 28, Panel B), 
proteínas del mismo peso molecular que las que se encuentran en el pool de la muestra 
utilizada en este estudio. Tanto en el veneno de neonatos y adultos de Costa Rica (Figura 
28, Panel A y B) y en el pool de los dos venenos de Pacífica I y Pacífica II de este trabajo, 
en condiciones no reductoras se observan proteínas de 10 kDa, 15 kDa, entre 20 kDa, 25 
kDa, 30 kDa y 60 kDa. En cuanto a la electroforesis en condiciones reductoras se observa 
reducción de las proteínas del veneno de neonatos [20] (Figura 28, Panel A), y adultos 
(Figura 28, Panel B), pero no hay una reducción aparente de proteínas en los venenos de 







Figura 28. Separación cromatográfica en fase reversa RP-HPLC y electroforética mediante SDS-PAGE del veneno 
de especímenes B. schlegelli de Costa Rica. 
Panel A, corresponde a muestras de neonatos, las fracciones fueron colectadas manualmente y analizadas por SDS-PAGE 
bajo condiciones no reductoras (panel superior) y reductoras (panel inferior) [20]. Panel B, corresponde a muestras de 
adultos, las fracciones fueron colectadas manualmente y analizadas por SDS-PAGE bajo condiciones no reductoras (panel 
superior) y reductoras (panel inferior) [21].  
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4.2.2. Género Bothriopsis 
Del género Bothriopsis solo se trabajó una única muestra de la especie B. bilineata 
proveniente de la región Amazónica colombiana, específicamente de Leticia-Amazonas 
(Figura 23, página 42). 
 
 
Figura 29. Perfil cromatográfico de la especie Bothriopsis bilineata. 
Separación del veneno de B. bilineata Amazonia (Leticia - Amazonas) Colombia (Panel A).  El panel muestra la separación 
por HPLC en fase reversa de las proteínas del veneno. Se inyectaron 20 µL de la solución de  veneno en una columna 
Lichrosphere RP100C18 (250x 4mm, 5 µm) con las siguientes condiciones cromatográficas: flujo en gradiente no lineal de 
TFA en agua 0,1 % (Solución A) y ACN (Solución B) así, 95% A: 5% B por 10 min, seguido por 85 % A: 15% B por 20 min, 
55% A: 45% B por 120 min, 30 %A: 70% B por 30 min. Las fracciones fueron colectadas manualmente. 
En el perfil cromatográfico se presenta mayor abundancia relativa de los picos 11 y 12 ya 
que son los más robustos, estos corresponden a las fracciones FIII y FIV y cuentan con 
alturas de pico de 900 mAU y 750 mAU respectivamente (Figura 29, Panel A).  Dos picos 
con buena altura pero más esbeltos son el 2 y el 3 con alturas aproximadamente de 750 
mAU y 1000 mAU respectivamente. Los demás picos se encuentran en bajas proporciones 
en cuanto a altura se refiere ya que no superan los 250 mAU, pero representan una gran 
variedad de proteínas (picos 1, y del 4 al 10). Comparando este perfil cromatografico con 
los obtenidos para la especie Bothrops asper y Bothrops atrox, se observa una similitud 
mayor con la especie B. atrox y en especial con la de Amazonía, la única diferencia 
encontrada se aprecia entre los 150 y 160 minutos de corrida donde B. bilineata contiene 
proteínas que no están presentes en el veneno de B. atrox Amazonía.   Se construyó la 
Tabla 16 para presentar los intervalos de tiempo en que se tomaron las fracciones 
cromatográficas para la muestra de veneno.  
B. bilineata 
No. de fracción Tiempo de corrida 
(min) 
I 20- 70 
II 100 – 150 
III 150 – 160 
IV 160 - 180 
Tabla 16. Intervalos de tiempo para cada fracción cromatográfica de la especie del género Bothriopsis. 
El No. de fracción corresponde a la fracción cromatográfica y el tiempo de corrida corresponde al intervalo de tiempo  en que 
se tomó la fracción. 
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No se observan diferencias entre los perfiles electroforéticos del veneno y sus fracciones 
para la especie en estudio en condiciones reductoras y no reductoras (Figuras 30). Sin 
embargo se observa una banda de masa molecular por debajo de 10 kDa en la 
electroforesis en condiciones no reductoras del veneno total (Figura 30, Panel A) que 
podría corresponder a alguna desintegrina según el rango de pesos moleculares 
reportados en la literatura [15]. Las señales de la fracción FI que se observan en el 
cromatograma de esta especie, pueden corresponder a las bandas que se alcanzan a 
observar en la electroforesis en condición no reductora alrededor de 13 kDa que podrían 
ser péptidos según lo referido por León G. y colbs. [15]. En la fracción FII se aprecia una 
banda gruesa con masa molecular cercana a los 13 kDa que podría corresponder a PLA2 
y entre 25 kDa y 33 kDa tal vez se encuentre SP, svMP P-I o CRISP. En las fracciones FIII 





Figura 30. Perfiles electroforéticos del género Bothriopsis. 
Separación del veneno y sus fracciones cromatográficas  en SDS-PAGE, corridas bajo condiciones no reductoras de la 
especie B. bilineata Amazonia (panel A, C) y reductoras B. bilineata Amazonia (panel B, D). El marcador de peso molecular 





Capítulo 4 65 
 
4.2.3. Género Bothrops 
Este trabajo se llevo a cabo con 5 muestras de veneno de serpiente del género Bothrops, 
tres muestras de la especie B. asper provenientes de la región Andina, Atlántica y Pacífica  
colombianas, específicamente de Armero- Tolima, Chiriguaná-Cesar, y Gorgona-Cauca 
respectivamente. Las otras dos muestras de veneno corresponden a la especie de B. atrox 
provenientes de la región Amazónica y Orinoquía colombianas, la primera de Florencia-
Caquetá y la segunda de Tame-Arauca respectivamente (Figura 23, página 42). 
 
En general se observa un parecido entre los tres perfiles cromatográficos de los venenos 
de la especie Bothrops asper (Figura 31) al revisar las fracciones recolectadas a los 
mismos intervalos de tiempo. Entre los venenos de Atlántica y Pacífica se observa una 
mayor similitud tanto en presencia de proteínas como en su abundancia tal como se 
menciona más abajo, sin embargo en el perfil de Pacífico (Figura 31, Panel C) se observa 
el pico No. 8 que no lo contiene la especie de Atlántico (Figura 31, Panel B) pero si el perfil 
de Andina (Figura 31, Panel A) a pesar de estar en menor proporción. La fracción FI en los 
tres perfiles es muy parecida en cuanto a que las tres presentan proteínas de bajo peso 
molecular hasta aproximadamente los 80 minutos de corrida con alturas de alrededor de 
100 mAU con excepción de dos picos, el 1 y 2 en Andina (500 mAU y 1700 mAU); picos 3 
y 4 de Atlántico (500 mAU y 1300 mAU) y los picos 2 y 3 de Pacífica (800 mAU y 1900 
mAU)  respectivamente.    
 
Como existen parecidos, también existen diferencias en lo que tiene que ver con su 
abundancia desde el punto de vista de altura de picos. En el veneno de la región Andina 
(Figura 31, Panel A), el contenido proteico esta por igual o en menor proporción con 
respecto a los otros dos venenos lo que se respalda al ver los picos 7, 10, y 12 con alturas 
de aproximadamente 700 mAU, 500 mAU y 400 mAU respectivamente. Mientras al mismo 
tiempo de corrida, el pico 10 del perfil de Atlántico y el pico 7 del perfil de Pacifica presentan 
alturas de aproximadamente 110 mAU.  El pico 8 se presenta tanto en el perfil de Andina 
como en el perfil de Pacífica con alturas de aproximadamente 400 mAU y 800 mAU 
respectivamente, este pico no se aprecia en el perfil de Atlántico. El pico 9 del perfil de 
Andina corresponde al pico 11 del perfil de Atlántico y al 9 del perfil de Pacífico con altura 
de 100 mAU aproximadamente. El pico 10 del perfil de Andina corresponde al pico 12 del 
perfil de Atlántico y al 10 del perfil de Pacífico con una altura cercana a los 500 mAU. El 
pico 12 del perfil de Andina con 300 mAU se corresponde con el pico 13 del perfil de 
Atlántico y 500 mAU y con el pico 12 del perfil de Pacífica con 600 mAU aproximadamente. 
El pico 13 del perfil de Andina con 800 mAU se corresponde con el 14 de Atlántico de 750 
mAU y el 13 de Pacífica de 600 mAU aproximadamente. Finalmente, en el perfil de Andina 
se presenta el pico 14 que eluye cerca de los 170 minutos y que no se observa en ninguno 
de los otros dos perfiles de venenos de serpientes provenientes de este mismo género 
(Figura 31).  
 
Aparentemente la ubicación de estas especies no afecta el contenido proteico del veneno 
en Colombia, pero si podría afectar sus abundancias, a simple vista no se nota la presencia 
única y especifica de alguna familia de proteínas para un único veneno, por el contrario los 
perfiles son similares en cuanto a presencia de proteínas. Se construyó la Tabla 17 para 
presentar los intervalos de tiempo en que se tomaron las fracciones cromatográficas para 
cada muestra de veneno. 
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Figura 31. Perfil cromatográfico del género Bothrops. 
Separación del veneno de tres muestras de B. asper  de las regiones Andina (Armero-Tolima), Atlántico (Chiriguaná- Cesar) 
y Pacífica (Gorgona-Cauca) de Colombia, Panel A, B y C respectivamente. El panel muestra la separación por HPLC en fase 
reversa de las proteínas del veneno. Se inyectaron 20 µL de la solución de  veneno en una columna Lichrosphere RP100C18 
(250x 4mm, 5 µm) con las siguientes condiciones cromatográficas: flujo en gradiente no lineal de TFA en agua 0,1 % 
(Solución A) y ACN (Solución B) así, 95% A: 5% B por 10 min, seguido por 85 % A: 15% B por 20 min, 55% A: 45% B por 
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No. de fracción Tiempo de corrida (min) 
I 30 -80 
II 110 – 125 
III 126 – 146 
IV 140 – 160 (Andina) 
150 – 160 
(Atlántico/Pacífica) 
V 160 – 180 
 
Tabla 17. Intervalos de tiempo para cada fracción cromatográfica entre especies del género Bothrops. 
El No. de fracción corresponde a la fracción cromatográfica y el tiempo de corrida corresponde al intervalo de tiempo  en que 
se tomó la fracción. 
 
En cuanto a los perfiles electroforéticos para la especie Bothrops asper en condiciones 
reductoras y no reductoras, se aprecian diferencias entre las tres muestras tanto para el 
veneno como para sus fracciones (Figura 32), con excepción de la muestra de Andina 
(Figura 32, flechas panel A), donde algunas proteínas como las de 12, 40 y 220 kDa 
sufrieron cambios en condiciones reductoras como se indica con las flechas debido a la 
migración de puentes intercatenarios. Los péptidos de bajo peso molecular de la fracción 
FI que se observan en los cromatogramas, al parecer de desintegrinas, no se alcanzan a 
observar en los perfiles electroforéticos de ninguna de las 3 muestras puesto que estos 
tienen masas moleculares menores de 10 kDa. Se observan  aunque en baja abundancia, 
en los perfiles electroforéticos de las 3 muestras y tanto en condiciones reductoras como 
no reductoras, bandas con masas moleculares entre 13 kDa y 15kDa, indicando 
posiblemente por la presencia de PLA2.  
 
La Fracción FII en las tres muestras presenta similitudes y en ambas condiciones 
electroforéticas (reductoras y no reductoras); en la especie de Andina se encuentran 
bandas de 15 kDa que podrían atribuirse a PLA2, bandas entre 20 – 22 kDa a svMP P-I, 
bandas entre 30 – 32 kDa a SP o CTL; en la especie de Atlántico se encuentran bandas 
de 14-17 kDa probablemente por la presencia de PLA2, bandas entre 20 – 25 kDa de svMP 
P-I o SP; en la especie de Pacífico se encuentran bandas de 13 - 17 kDa al parecer 
pertenecientes a PLA2, bandas entre 20 kDa de svMP P-I y bandas entre 25 - 30 kDa de 
SP o CTL. En la fracción FIII de las tres muestras tanto en condiciones reductoras como 
no reductoras se aprecia una banda gruesa, correspondiendo posiblemente a la presencia 
de PLA2 ya que su masa molecular es de 15 kDa, coincidiendo con lo reportado en la 
literatura [17]. Se aprecia además, en la especie de Andina una banda de 20 - 23 kDa  
quizás de svMP P-I, una banda de 35 kDa tal vez de SP o CTL, y una de 42 kDa de svMP 
P-III; en la especie de Atlántica una banda de 23 kDa al parecer de svMP P-I, una banda 
de 25 kDa, 27 kDa, 30 kDa de SP, una banda de 35 kDa de SP o CTL, y una de 50 kDa 
de svMP P-III y en la especie de Pacífica, una banda de 22 kDa quizás de svMP P-I, una 
banda de 24 kDa de SP, una banda de 35 kDa de SP o CTL , y una de 50 kDa 
aparentemente de svMP P-III. La gran diferencia que se observa entre los perfiles 
cromatográficos de esta especie, radica a primera vista en la presencia del pico número 8 
en las muestras de veneno de Andina y Pacifico (Figura 31, panel A y C), la cual 
corresponde a proteínas de masa molecular entre 25 y 30 kDa (Figura 32, panel F y J), 
pico que no se observa en la muestra de Atlántico.  
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Figura 32.  Perfiles electroforéticos de la especie B. asper. 
Separación del veneno y sus fracciones cromatográficas en SDS-PAGE, corridas bajo condiciones no reductoras de la 
especie B. asper Andina (panel A, F), B. asper Atlántico (panel B, H), B. asper Pacífico (panel D, J) y reductoras B. asper 
Andina (panel G), B. asper Atlántico (panel C, I), B. asper Pacífico (panel E,K). El marcador de peso molecular (en kDa) está 
indicado al lado de cada gel. Las flechas indican las proteínas que sufrieron cambio estructural por ruptura de sus puentes 
disulfuro intercatenarios durante las condiciones reductoras. 
 
En la fracción FIV se aprecia una banda gruesa de una proteína de 25 kDa  tanto en la 
especie de Atlántica como en la de Pacifico, correspondiente tal vez a una SP. En la 
especie de Andina se sigue viendo la banda de 15 kDA al parecer de PLA2,  y bandas entre 
23 y 25 kDa que podrían atribuirse a svMP P-I o CRISP; en el veneno de Atlántico se 
observan además bandas de 20 kDa svMP P-I, 27 kDa de SP, 50 kDa, 60 kDa, 90 kDa de 
svMP P-III y de 170 kDa y >220 kDa; en la especie de Pacífico se observan bandas de 50 
kDa, 60 kDa, 90 kDa de svMP P-III, y 160 kDa de LAO. En la fracción FV del veneno de 
Andina se siguen observando bandas con 15 kDa tal vez de PLA2,  bandas entre 22 – 23 
kDa posiblemente de svMP P-I, bandas de 25 kDa de SP, bandas de 40 - 50 kDa svMP P-
II, banda de 100 kDa, 130 kDa quizás de LAO; en el veneno de Atlántica al igual que en el 
de Pacífica se sigue observando una banda gruesa de 25 kDa posiblemente de SP; en el 
veneno de Atlántica se observa una banda de 23 kDa svMP  P-I, bandas de 50 kDa, 55 
kDa de svMP P-II, bandas de 90 kDa, 160 kDa de LAO; además en el veneno de Pacífica 
se observan bandas muy parecidas a las del veneno de  Atlántica, una banda de 22 kDa 
al parecer de svMP P-I, bandas de 50 kDa, 60 kDa de svMP P-II y bandas de 90 kDa, 150 
kDa de LAO. 
 
No es posible a simple vista comparar los perfiles cromatográficos de las muestras 
analizadas en este estudio (Figura 32) con las reportadas en la literatura [44] (Figura 33), 
puesto que aunque se mantienen ciertas condiciones cromatográficas, la señal registrada 
como imagen por cada uno de los convertidores de señal empleados (LC-MS/MS, MALDI-
TOF, MALDI-TOF/MS, CID-MS/MS, ESI-MS) es diferente, mientras que si es posible 
comparar los perfiles electroforéticos debido a que se comparan mediante masas 
moleculares. Se han notificado diferencias en la composición del veneno de B. asper de 
regiones del Caribe Atlántico y del Pacífico de Costa Rica demostradas en la ocurrencia 
de algunas bandas electroforéticas [17]. Sin embargo, comparando los perfiles 
electroforéticos de las fracciones cromatográficas del veneno de la especie B. asper de 
J K 
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este trabajo en condiciones reductoras (Figura 33), tanto de la región Amazónica como de 
la región de Orinoquía, con el perfil reportado en la literatura [44,18] (Figura 33), se 
observan coincidencias al presentar ciertas proteínas en común, tales como las 
representadas por las bandas de pesos moleculares de 15 kDa, bandas entre 20 y 30 kDa, 







Figura 33. Perfil cromatográfico y análisis electroforético de muestras de veneno de la especie de B. asper  de 
Panamá. 
Separación del veneno por SDS-PAGE en condiciones reductoras, teñidas con azul brillante  de Coomassie. Mr: marcador 
de peso molecular; PA: pool de veneno de especímenes panameñas; CR: pool de veneno de especímenes costarricenses 
[44]. 
 
La segunda especie evaluada corresponde a la de B. atrox, con una muestra proveniente 
de la región Orinoquía, de la cual se tomaron 5 fracciones cromatográficas, y otra  
proveniente de Amazonía de la cual se tomaron solo 3 fracciones. Se observa fácilmente 
una diferencia entre los dos perfiles cromatográficos; en el perfil del veneno de Orinoquía 
comparado con el de Amazonía, en la misma fracción FI recolectada al mismo rango de 
tiempo, se observa mayor número de proteínas (Figura 34, Panel B), mientras que se 
observa mayor número de proteínas en la fracción FII de Amazonía (comparado con las 
fracciones FII, FIII y FIV de Orinoquía). En el veneno de Orinoquía, fracción FII se presenta 
el pico 8 mientras que la muestra de Amazonía no lo tiene (Figura 34, Panel A); por su 
parte, el veneno de Amazonía (Figura 34, Panel A) presenta mayor abundancia del pico 
12 con una altura de 1500 mAU con respecto al pico 13 del veneno de Orinoquía con una 
altura de 800 mAU, obtenidos al mismo de tiempo de la corrida. El veneno de Orinoquía 
presenta proteínas adicionales como son las representadas por los picos 4, 5, 6 y 7 (Figura 
34, Panel B). En cuanto al pico 11 del perfil de Amazonía con una altura de 300 mAU 
parece ser que se corresponde con el pico 12 del perfil de Orinoquía pero este tiene una 
altura de 1700 mAU aproximadamente. 
 
En general se observan más señales que se correlacionan con la cuantificación de 
proteínas (Tabla 13) en la muestra de veneno proveniente de Orinoquía con respecto a la 
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de Amazonía, esta diferencia se aprecia mejor desde el minuto 110 y hasta el 120 y en el 
intervalo de tiempo de 154 a 162 minutos. Se observa sin embargo, que la ubicación sí 
afecta la composición proteica de estos venenos además de la abundancia considerando 
que son la misma especie, esto es fácil de determinar ya que se distancian entre ellas por 
varios kilómetros (Figura 23, página 42). Se construyó la Tabla 18 para resumir los 




B. atrox (Orinoquía) 
 
B. atrox (Amazonía) 
No. de fracción Tiempo de corrida 
(min) 
No. de fracción Tiempo de corrida 
(min) 
I 20 -80 I 30 – 60 
II 110 - 130 - - 
III 130 - 154 II 96 – 160 
IV 154 - 162 - - 
V 162 - 180 III 160 - 180 
 
Tabla 18. Intervalos de tiempo para cada fracción cromatográfica entre muestras de veneno la especie Bothrops 
atrox. 
El No. de fracción corresponde a la fracción cromatográfica y el tiempo de corrida corresponde al intervalo de tiempo  en que 
se tomó la fracción. 
 
Figura 34. Perfil cromatográfico de la especie de Bothrops atrox. 
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Separación del veneno de dos especies de B. atrox de las regiones Amazonía (Florencia- Caquetá) y Orinoquía (Tame- 
Arauca) de Colombia, Panel A y B respectivamente. El panel muestra la separación por HPLC en fase reversa de las 
proteínas del veneno. Se inyectaron 20 µL de la solución de  veneno  en una columna Lichrosphere RP100C18 (250x 4mm, 
5 µm) con las siguientes condiciones cromatográficas: flujo en gradiente no lineal TFA en agua 0,1 % (Solución A) y ACN 
(Solución B) así, 95% A: 5% B por 10 min, seguido por 85 % A: 15% B por 20 min, 55% A: 45% B por 120 min, 30 %A: 70% 
B por 30 min. Las fracciones fueron colectadas manualmente. 
 
 
Con respecto a los perfiles electroforéticos de Bothrops atrox no hay diferencias entre las 
dos muestras de veneno estudiadas, corridas tanto para el veneno como para  sus 
fracciones y en condiciones reductoras y no reductoras (Figura 35). Los péptidos de bajo 
peso molecular de la fracción FI que se observan en los cromatogramas, no se alcanzan 
a observar en los perfiles electroforéticos de la especie de Amazonía, mientras que se 
observan masas en el de Orinoquía entre 10 posiblemente desintegrinas y de 15 kDa 
posiblemente PLA2.  
En la fracción FI y sólo en el perfil cromatográfico de la muestra de Orinoquía (Figura 34, 
panel B), se observan los picos con los números 4, 5, 6 y 7 que en el perfil electroforético 
muestran masas moleculares de 15 kDa. En la fracción FII en las dos especies se observan 
las mismas bandas de 15 kDa tal vez de PLA2, 20 kDa como svMP P-I y 24 kDa 
probablemente svMP P-I, en la especie de Amazonía se observan además bandas 
posiblemente de 13kDa y 17 kDa de PLA2, bandas de 25 kDa de svMP P-I o SP; bandas 
entre 29 kDa de CTL, bandas de 58 kDa de svMP P-III y bandas por encima de 220 kDa 
quizás de LAO. Comparando las señales obtenidas en los perfiles cromatográficos de las 
muestras con su respectiva respuesta electroforética, en esta fracción las masas 
moleculares de 15 y entre 20 y 25 kDa,  corresponderían al pico número 8 en el perfil 
cromatográfico de la muestra de Orinoquía. Por otra parte, los picos de la misma fracción 
con los números 6 al 11 de la muestra de Amazonía (Figura 34, panel A), posiblemente se 
correspondan con las señales de masas moleculares 13 , 17 , 25 , 29 ,  58 y las mayores 
a 220 kDa. 
En la fracción FIII en la muestra de Amazonía  tanto en condiciones reductoras como no 
reductoras se aprecia una banda gruesa, entre 20 – 25 kDa tal vez svMP P-I y entre 50 – 
60 kDa de svMP P-III, mientras que la banda más gruesa en la muestra de Orinoquía 
corresponde a la banda entre 10 – 15 kDa probablemente de PLA2, coincidiendo con lo 
reportado en la literatura [18]. Se aprecian además en la fracción FIII en la muestra de 
Amazonía una banda de 13 kDa posiblemente de PLA2, banda de 48 kDa de svMP P-III, 
una banda de 120 kDa de LAO y por encima de 220 kDa de LAO. En la muestra de 
Orinoquía una banda 25 kDa y 30 kDa al parecer de SP, una banda entre 70 - 80 kDa de 
svMP P-III, y una de 150 kDa quizás de LAO. Esta fracción en el perfil cromatográfico con 
masas moleculares de 13 kDa, 48 kDa, 120 kDa y mayor de 220 kDa,  está representada 
por el pico número 12 de Amazonía (Figura 34, panel A) y a los picos 9, 10 y 11 de 
Orinoquía (Figura 34, panel B), con masas moleculares de 15 kDa, 25 kDa y 30 kDa, entre  
70 - 80 kDa, y de 150 kDa. En la fracción FIV de la muestra de Orinoquía se aprecia 
abundancia de una proteína 24 kDa  correspondiendo al parecer de SP, en esta muestra 
se observan además bandas de 40 kDa, 45 kDa y 50 kDa de svMP P-III, bandas entre 70 
– 80 kDa de svMP P-III, y de 100 kDa y 160 kDa quizás de LAO, estas masas moleculares 
están representadas en el perfil cromatográfico por el pico número 12 (Figura 34, panel B). 
En la fracción FV de la muestra de Orinoquía se aprecia abundancia de proteínas entre 26 
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- 28 kDa  probablemente de SP; 50 kDa de svMP P-III, y  160 kDa tal vez de LAO, 
representada en el perfil cromatográfico por el pico número 13 (Figura 34, panel B). 
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Separación del veneno y sus fracciones cromatográficas  en SDS-PAGE, corridas bajo condiciones no reductoras de la 
especie B. atrox Amazonía (panel A, C), B. atrox Orinoquía (panel B, E) y reductoras B. atrox Amazonía (panel A, D), B. 
atrox Orinoquía (panel B, F). El marcador de peso molecular (en kDa) está indicado al lado de cada gel. 
 
Los perfiles electroforéticos de las fracciones cromatográficas del veneno de la especie B. 
atrox del estudio en condiciones no reductoras (Figura 35), tanto de la región Amazónica 
como de la región de Orinoquía, coinciden con los perfiles encontrados en la literatura para 
la misma especie [18] (Figura 36) ya que se observa la presencia de algunas proteínas en 
común, ambas muestras de venenos tienen bandas de pesos moleculares de 15 kDa, 
bandas entre 20 y 30 kDa, bandas entre 48 y 55 kDa y bandas de proteínas cercanas a 
los 100 kDa.  
 
En cuanto al perfil electroforético obtenido en condiciones reductoras, las fracciones 
cromatográficas de ambas muestras de veneno (Figura 35), muestran similitud en  lo que 
tiene que ver con la presencia de bandas de peso molecular entre 10 y 15 kDa, entre 20 y 
30 kDa, entre 40 y 60 kDa. Por otro lado, en la región entre 70 - 100 kDa únicamente las 
fracciones del veneno de B. atrox proveniente de la región Orinoquía, muestran similitud  
con las reportadas en la literatura [18] (comparar las Figura 36, panel B con la Figura 35 
panel B y E). De igual manera se puede ver el parecido del perfil cromatográfico de 
Orinoquía más que el de Amazonía, al hallado en la literatura para la misma especie 





Figura 36. Separación cromatográfica en fase reversa RP-HPLC y electroforética mediante SDS-PAGE del veneno 
de especímenes de serpiente de B. atrox de Colombia. 
El panel A muestra la separación en fase reversa HPLC de las proteínas del veneno. El panel B muestra las fracciones 
colectadas manualmente y analizadas por SDS-PAGE para determinación molecular bajo condiciones no reductoras (panel 
superior) y reductoras (panel inferior).  Se marca la masa molecular en kDa al costado de cada gel [18,32]. 
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4.2.4.  Género Crotalus 
En este estudio se usaron 3 muestras de veneno de serpiente del género y especie 
Crotalus durissus, provenientes de la región Andina, Atlántica y Orinoquía colombianas, 
específicamente de Armero-Tolima, Chiriguaná-Cesar y Puerto Gaitán-Meta, 
respectivamente (Figura 23, página 42). 
 
 
Figura 37. Perfil cromatográfico de la especie Crotalus durissus. 
Separación del veneno de tres muestras de Crotalus durissus de las regiones Andina (Armero-Tolima), Atlántico (Chiriguaná-
Cesar) y Orinoquía (Puerto Gaitán-Meta) de Colombia, Panel A, B y C respectivamente. Los paneles muestran la separación 
por HPLC en fase reversa de las proteínas del veneno. Se inyectaron 20 µL de la solución de  veneno  en una columna 
Lichrosphere RP100C18 (250x 4mm, 5 µm) con las siguientes condiciones cromatográficas: flujo en gradiente no lineal de 
TFA en agua 0,1 % (Solución A) y ACN (Solución B) así, 95% A: 5% B por 10 min, seguido por 85 % A: 15% B por 20 min, 
55% A: 45% B por 120 min, 30 % A: 70% B por 30 min. Las fracciones fueron colectadas manualmente. 
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Aunque al comparar los perfiles cromatográficos de los tres venenos, se observan algunas 
similitudes en cuanto a la presencia de las mismas proteínas también existen  diferencias 
en especial en la abundancia relativa de las mismas.  La fracción FI es muy parecida entre 
los tres venenos, con alturas promedio cercanas a los 500 mAU. En el perfil de la muestra 
de Atlántico (Figura 37, Panel B) se observan los picos 5, 6 de la fracción FII y los picos 
14 y 15 de la fracción FVI más abundantes con respecto a las otras dos muestras de 
venenos, con alturas de 400 mAU, 600 mAU, 300 mAU y 800 mAU respectivamente. Los 
picos correspondientes a estos en los otros dos venenos, se muestran con alturas por 
debajo de 200 mAU. En la fracción FIII de Andina (Figura 37, Panel A) el pico 6, se ve más 
abundante con respecto a los otros dos venenos, con una altura de 900 mAU, sobre 300 
mAU y 100 mAU de Atlántica y Orinoquía respectivamente. En el veneno de Orinoquía 
(Figura 37, Panel C) no hay diferencia aparente en la presencia de proteínas a los mismos 
intervalos de tiempo con respecto a lo visto en las muestras de Andina (Figura 37, Panel 
A) y Atlántica (Figura 37, Panel B), pero si tiende a mostrar abundancias bajas con respecto 
a los otros dos venenos (Figura 37), por debajo de 500 mAu con excepción del pico 9. El 
pico 9 (Andina y Orinoquía) y 10 (Atlántico) de la fracción FIV casi coinciden en la cantidad 
de proteína presente con alturas de 1900 mAU, 1700 mAU y 1600 mAU respectivamente, 
siendo el pico representativo de esta especie. En cuanto a la fracción FV hay mucha 
similitud entre Andina y Atlántico, no siendo así con Orinoquía quien presenta un pico (10) 
de aproximadamente 100 mAU, mientras que en las otras muestras este representa cerca 
de 400 mAU. 
 
La recolección de las fracciones se llevó a cabo en los mismos intervalos de tiempo ya que 
no muestran diferencia significativa entre ellos en cuanto a la presencia de proteínas, 
aunque sí en abundancia como se explicó anteriormente. Se construyó la Tabla 19 para 
resumir los intervalos de tiempo en que se tomaron las fracciones cromatográficas para 
cada muestra de veneno. 
 
 
No. de fracción Tiempo de corrida (min) 
I 26 -42 
II 60 – 82 
III 82 -100 
IV 100 – 122 
V 122 – 144 
VI 144 - 175 
Tabla 19. Intervalos de tiempo para cada fracción cromatográfica entre especies del género Crotalus. 
El No. de fracción corresponde a la fracción cromatográfica y el tiempo de corrida corresponde al intervalo de tiempo  en que 
se tomó la fracción. 
 
Se aprecian  algunas diferencias entre los perfiles electroforéticos del veneno y sus 
fracciones entre las tres muestras de veneno de la especie Crotalus durissus en 
condiciones reductoras y no reductoras (Figura 38). Estas diferencias se evidencian con 
más claridad en el veneno de la muestra de Atlántico donde las bandas de 17, 29, 50 y 
>220 kDa que se ven en condiciones no reductoras, desaparecen en condiciones 
reductoras; aunque en menor proporción, también se observan reducciones de algunas 
proteínas en los otros dos venenos (Figura 38, flechas en paneles B, D y F). Los péptidos 
de bajo peso molecular de la fracción FI que se observan en los cromatogramas de estas 
tres muestras, no se alcanzan a observar en los perfiles electroforéticos, correspondiendo 
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con la literatura [22]; esta fracción está representada en los tres perfiles cromatográficos 
por los picos 1, 2, 3 (Figura 37 panel A, B y C). 
En la fracción FII y en las tres muestras de veneno se observan las desintegrinas por 
debajo de 10 kDa en condiciones no reductoras con mayor presencia en la muestra de 
Atlántico y solo en condiciones reductoras, en la muestra proveniente de la región Andina; 
correspondiendo con las abundancias observadas en los perfiles cromatográficos (Figura 
37 panel A, B y C) donde esta fracción está representada por los picos 4 y 5 de la muestra 
de Andina, con los picos con número 4, 5, y 6  de la muestra de Atlántico y con el pico 
número 4 de la muestra de Orinoquía. En la fracción FIII para los perfiles electroforéticos 
(Figura 38 panel A, B y C), se observan las mismas bandas de 10 y por debajo de 10 kDa 
que puede ser por la presencia de desintegrinas y en mayor proporción en el veneno de 
Andina, en condiciones reductoras. La banda de 15 kDa es tenue en el veneno de Andina 
y Orinoquía, esta banda en el veneno de Atlántica no se alcanza a observar; lo que 
corresponde con las abundancias observadas en los perfiles cromatográficos (Figura 37 
panel A, B y C), esta fracción está representada por los picos 6 , 7 y 8 de la muestra de 
Andina, con los picos con número 7, 8 y 9  de la muestra de Atlántico y con los picos de 
número 5, 6, 7 y 8 de la muestra de Orinoquía. 
La fracción FIV en los tres venenos muestra una banda gruesa a 15 kDa al parecer de 
PLA2, en el veneno de Orinoquía cubre el rango de 15 – 18 kDa. Otras bandas que se 
observan, corresponden a 27 kDa, 25 kDa, 26 kDa y 28 kDa para el veneno de Andina, 
Atlántica y Orinoquía respectivamente, probablemente una SP; además el veneno de 
Atlántico muestra bandas de 38 kDa que tal vez pudiera ser CTL, bandas de 52 kDa como 
svMP P-III y bandas de 70 kDa que podría ser svMP P-III; lo que corresponde con las 
abundancias observadas en los perfiles cromatográficos (Figura 37 panel A, B y C), esta 
fracción está representada por los picos 9 de las muestras de Andina y Orinoquía, y con el 
picos número 10 de la muestra de Atlántico.  En la fracción FV del veneno de Andina se 
aprecian bandas gruesas de proteínas entre 13 - 15 kDa, y en Atlántico de 11-15 kDa 
posiblemente PLA2; concuerdan en abundancia las proteínas de 25-27 kDa en el veneno 
de Andina, 25 kDa de Atlántica y de 25-28 kDa de Orinoquía, correspondiendo a SP; 
también están presentes en los tres venenos bandas de 30 kDa, 33 kDa, 39 kDa, 55 kDa; 
bandas de 32 kDa, 38 kDa, 50 kDa en el veneno de Atlántico y de 50 – 70 kDa en el de 
Orinoquía, correspondiendo todas quizás a svMP P-III, esta fracción corresponde a los 
picos 11 y 12 de Andina, 12 y 13 de Atlántico y 10 de Orinoquía (Figura 37 panel A, B y C). 
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Figura 38. Perfiles electroforéticos del género Crotalus. 
Separación del veneno y sus fracciones cromatográficas en SDS-PAGE, corridas bajo condiciones no reductoras de la 
especie C. durissus Andina (panel A), C. durissus Atlántico (panel C), C. durissus Orinoquía (panel E), y reductoras C. 
durissus Andina (panel B), C. durissus Atlántico (panel D), C. durissus Orinoquía (panel F). El marcador de peso molecular 
(en kDa) está indicado al lado de cada gel. Las flechas indican las proteínas que sufrieron cambio estructural por ruptura de 
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En la fracción FVI del veneno de Andina hay bandas más gruesas que corresponden a 
masas de 23 kDa, 26 kDa probablemente SP, 60 kDa como svMP P-III y 160 kDa, 220 kDa 
a LAO, en el veneno de Atlántico se observan bandas gruesas de proteínas con masas 
entre 23 - 24 kDa  tal vez SP y de 50 kDa como svMP P-III; por su parte el veneno de 
Orinoquía muestra una banda gruesa con masa de 50 kDa, 60 kDa quizás de svMP  P-III. 
Los venenos muestran además otras proteínas en menor proporción, el veneno de Andina 
presenta una banda de 21 kDa correspondiente quizás a CRISP, el de Atlántica bandas 
de 120 kDa, 160 kDa, 220 kDa; y el de Orinoquía bandas de 25 kDa, 28 kDa que podría 
ser SP y una banda > 220 kDa; lo que coincide con lo presentado en los perfiles 
cromatográficos (Figura 37 panel A, B y C), representados por los picos 14 y 15 para 
Andina y Atlántico y 11 y 12 para Orinoquía. 
 
En general se observan las mismas proteínas entre los tres venenos, variando 
principalmente en sus abundancias, se podría decir que la distancia y su ubicación afecta 
la abundancia de las proteínas y su presencia. En estudios previos [22] (Figura 39) se 
observa que hay variación en la presencia de proteínas entre las mismas subespecies, 
debido a que proceden de distintos lugares (Figura 39), en el mismo estudio realizado con 
la subespecie de C.d. terrificus pero con muestras provenientes del sudeste y sur de Brasil, 
se observa que en la perteneciente al sudeste hay presencia de crotamina pero en baja 
proporción con respecto a la que se encuentra en la muestra de la misma subespecie pero 
proveniente del sur (picos 1-3, Figura 39) [22], de igual forma se observa para este proyecto 





Figura 39. Perfiles cromatográficos del veneno de Crotalus durissus terrificus. 
El panel A y B muestran la separación de las proteínas en RP-HPLC en pool de veneno de dos regiones de Brasil, sudeste 
y sur respectivamente [22].  
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Las fracciones de los perfiles electroforéticos de las muestras de este trabajo se 
correlacionan con un trabajo realizado previamente pero para la subespecie C.d. 
collilineatus [22] (Figura 40, panel superior) que supone otra subespecie pero fue el trabajo 
que mostraba condiciones electroforéticas reductoras y no reductoras. Se observa que en 
condiciones no reductoras (Figura 38 A, C y E) para ambas muestras, se presentan bandas 
por debajo de 10kDa, entre 14 y 15 kDa, en 20 y 25 kDa, y entre 50 y 60 kDa. En cuanto 
a las condiciones reductoras, la muestra del veneno C.d. collilineatus [22] (Figura 40, panel 
inferior) y las muestras analizadas en este trabajo (Figura 38 B, D y F) muestran 
coincidencia en cuanto a la presencia de bandas por debajo de 10 kDa, entre 14 y 15 kDa 
y alrededor de 20 kDa. 
 
 
Figura 40. Perfil electroforético del veneno de Crotalus durissus collilineatus de Brasil. 
En el panel superior se observan las fracciones colectadas manualmente a partir de la separación cromatográfica en 
condiciones no reductoras y en el panel inferior las mismas fracciones en condiciones reductoras, e identificadas a cada lado 
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4.2.5. Género Lachesis 
Para este estudio se trabajaron 2 muestras de veneno de serpiente del género Lachesis, 
una muestra de la especie L. acrochorda  proveniente  del Tambo-Cauca de la región 
Pacífica y la otra de la especie L. muta proveniente de Villavicencio-Meta perteneciente a 




Figura 41. Perfil cromatográfico del género Lachesis. 
Separación del veneno de dos especies del género Lachesis, L. acrochorda de la región Pacífica (Tambo-Cauca) y L. muta 
de la región de Orinoquía (Villavicencio-Meta) de Colombia, Panel A y B respectivamente. Los paneles muestran la 
separación por HPLC en fase reversa de las proteínas del veneno. Se inyectaron 20 µL de la solución de  veneno en una 
columna Lichrosphere RP100C18 (250x 4mm, 5 µm) con las siguientes condiciones cromatográficas: flujo en gradiente no 
lineal de TFA en agua 0,1 % (Solución A) y ACN (Solución B) así, 95% A: 5% B por 10 min, seguido por 85 % A: 15% B por 
20 min, 55% A: 45% B por 120 min, 30 %A: 70% B por 30 min. Las fracciones fueron colectadas manualmente. 
Al comparar los cromatogramas y la presencia cualitativa del contenido proteico en las dos 
especies estudiadas del genero Lachesis, se observa una apreciable diferencia en su 
composición y en sus abundancias (Figura 41); los perfiles cromatográficos conservan 
82 Análisis comparativo del contenido proteico de venenos de serpientes de la 
familia Viperidae de diferentes regiones de Colombia mediante el empleo de 
cromatografía líquida y electroforesis 
Título de la tesis o trabajo de investigación 
 
rasgos en común en las proteínas de las fracciones FI y FII, picos del 1 al 6, siendo las 
demás fracciones muy diferentes (Tabla 20). El veneno de la especie L. muta (Figura 41, 
Panel B), muestra mayor abundancia de proteínas representadas con los picos 8 (500 
mAU), 9 (300 mAU), 10 (100 mAU) y 13 (800 mAU), mientras que la especie de L. 
acrochorda (Figura 41, Panel A) presenta mayor abundancia del pico 7 (400 mAU) y 
diversidad de proteínas representadas con los picos 10 al 13, con alturas cercanas a los 
500 mAU. 
 
Se construyó la Tabla 20 para presentar los intervalos de tiempo en que se tomaron las 






Tiempo de corrida 
 (min) 
I 20- 70 (L. muta) 
           34 – 66  (L. acrochorda) 
II 70 - 74 (L. muta) 
          66 - 80 (L. acrochorda) 
 
III 
  84 - 134 (L. muta) 
            106 - 132 (L. acrochorda) 
IV 132 – 150 
V 150 -180 
 
Tabla 20. Intervalos de tiempo para cada fracción cromatográfica entre especies del género Lachesis. 
El No. de fracción corresponde a la fracción cromatográfica y el tiempo de corrida corresponde al intervalo de tiempo  en que 
se tomó la fracción.  
 
Se ven pocas diferencias entre los perfiles electroforéticos del veneno de L. acrochorda y 
sus fracciones en condiciones reductoras y no reductoras (Figura 42), en condiciones 
reductoras desaparece la banda de 19 kDa que se ve en condiciones no reductoras (Figura 
42, panel A, flecha); además a estas condiciones disminuye la abundancia de la banda de 
38 kDa (Figura 42, panel A, flecha) y aumenta la abundancia de la banda de 60 kDa (Figura 
42, panel B, flecha). Para el veneno de L. muta no se aprecia  diferencia alguna entre 
condiciones no reductoras y reductoras. Los péptidos de bajo peso molecular de la fracción 
FI que se observan en los cromatogramas de estos dos venenos del género Lachesis, no 
se alcanzan a observar en los perfiles electroforéticos, sin embargo si se observan bandas 
de 10 – 15 kDa quizás de PLA2 (Tabla 8, página 22) [24].  
 
Las  familias probables de proteínas de acuerdo a sus masas moleculares presentes en 
las fracciones podrían asignarse de la siguiente manera: La fracción FI en los perfiles 
cromatográficos que está representada por los picos 1, 2, 3, 4 y 5 (Figura 41, panel A y B), 
para la fracción FII en el veneno de L. acrochorda solo se observa una banda de 15 kDa 
al parecer de PLA2, mientras que en la muestra de L. muta no se aprecian bandas, en los 
perfiles cromatográficos de ambas especies esta fracción está representada por el pico 
número 6 (Figura 41, panel A y B).   




Figura 42. Perfiles electroforéticos del género Lachesis. 
Separación del veneno y sus fracciones cromatográficas  en SDS-PAGE, corridas bajo condiciones no reductoras de la 
especie L. acrochorda Pacífico (Panel A), L. muta Orinoquía (Panel C), y reductoras L. acrochorda Pacífico (Panel B), L. 
muta Orinoquía (Panel D). El marcador de peso molecular (en kDa) está indicado al lado de cada gel. Las flechas indican 
las proteínas que sufrieron cambio estructural por ruptura de sus puentes disulfuro intercatenarios durante las condiciones 
reductoras. 
 
En la fracción FIII del veneno de L. acrochorda se observa una banda gruesa de 15 kDa 
tal vez de PLA2 y de 25 kDa posiblemente svVEGF o SP, mientras que la banda con mayor 
presencia en el veneno de L. muta  corresponde a las encontradas entre 13- 15 kDa que 
podría ser de PLA2; en el veneno de L. acrochorda se observan además bandas de 13 kDa 
probablemente de PLA2, bandas de 38 kDa y 39 kDa tal vez SP, bandas de 50 kDa y 70 
kDa de svMP P-III; en esta fracción FIII en el veneno de L. muta se observan bandas de 
20 kDa y 23 kDa pudiendo ser SP o CRISP, bandas de 30 kDa y 38 kDa de SP; esta 
fracción hace referencia a los picos 7 al 9 para L. acrochorda y a los picos 7, 8, 9 y 10 para 
L. muta en los perfiles cromatográficos (Figura 41, panel A y B). La fracción FIV en el 
veneno de L. acrochorda muestra bandas gruesas de 25 kDa tal vez de svMP P-I, bandas 
A B 
C D 
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de 28 kDa posiblemente de CTL, bandas de 32 kDa pertenecientes a SP, bandas de 40 
kDa, 50 kDa, 60 kDa, 70 kDa al parecer de svMP P-III, bandas de 160 kDa, 220 kDa quizás 
de LAO;  mientras que las bandas con mayor abundancia en el veneno de L. muta están 
entre 20-27 kDa y 30 kDa al parecer de SP, bandas de 38 kDa posiblemente de SP y 
bandas 50 kDa, 68 kDa como svMP P-III, (Tabla 8, página 22), coincidiendo con las 
abundancias observadas en los perfiles cromatográficos para las dos especies, 
representados en los picos 10, 11, 12 y 13 de L. acrochorda y en el pico número 11 de L. 
muta (Figura 41, panel A y B).   
 
En la fracción FV del veneno de L. acrochorda se presentan bandas gruesas de masas de 
25 kDa quizás de svMP P-I, bandas de 70 kDa como svMP P-III y 160 kDa como LAO; las 
mayores abundancias en esta fracción del veneno de L. muta tienen valores de 20-23 kDa 
al parecer de SP; se observan además otras bandas de menor abundancia en el veneno 
de L. acrochorda de 23 kDa, 27 kDa como svMP P-I, bandas de 38 kDa como SP, bandas 
de 58 kDa quizás de LAO, bandas de 220 kDa como LAO; en el veneno de L. muta las 
bandas de menor abundancia son las de 25 kDa probablemente de svMP P-I, bandas de 
36 kDa y 42 kDa como svMP P-III, bandas de 55 kDa y 60 kDa al parecer de svMP P-III o 
LAO, bandas de 160 kDa como LAO y bandas de 220 kDa  probablemente de LAO, (Tabla 
8, página 22); lo observado en los perfiles electroforéticos concuerda con lo observado en 
los perfiles cromatográficos para las dos especies, representados en los picos 14 y 15 de 
L. acrochorda y en los picos número 12 y 13 de L. muta (Figura 41, panel A y B).   
 
El ICP cuenta con estudios previos donde ha evaluado la proteómica de la especie L. 
acrochorda [24] (Figura 43), sin embargo como se ha mencionado anteriormente, es difícil 
hacer una comparación de los perfiles cromatográficos obtenidos en diferentes 
convertidores de señal, pero si es posible comparar los perfiles electroforéticos. De esta 
manera, en condiciones no reductoras para la muestra reportada en la literatura [24] 
(Figura 43, panel superior) y en las muestras analizadas en este trabajo (Figura 42, panel 
A) se observan bandas coincidentes en 15 kDa, entre 25 y 40 kDa y entre 60 y 100 kDa. 
En cuanto a las condiciones reductoras para la muestra reportada en la literatura [24] 
(Figura 43, panel inferior) y en las muestras analizadas en este trabajo (Figura 42, panel 
B) se observan bandas coincidentes en 15 kDa, entre 20 y 38 kDa y alrededor de 60 kDa. 
 
El ICP cuenta además con la participación en estudios donde ha evaluado la proteomica 
de la especie L. muta [25] (Figura 44), aunque en general los perfiles cromatográficos 
obtenidos en otros estudios no permiten una buena comparación con los obtenidos en este 
trabajo, en este caso se observa una gran similitud, en especial  en lo que respecta a la 
primera fracción FI y segunda fracción FII (Figura 42, panel B), de igual forma es posible 
comparar los perfiles electroforéticos así, en el análisis electroforético en condiciones no 
reductoras para la muestra reportada en la literatura [25] (Figura 44, panel superior) y en 
las muestras analizadas en este trabajo (Figura 42, panel C) se observan bandas 
coincidentes alrededor de 15 kDa, entre 25 y 30 kDa, en 60 kDa y alrededor de 120 kDa. 
En cuanto a las condiciones reductoras, para la muestra reportada en la literatura [25] 
(Figura 44, panel inferior) y en las muestras analizadas en este trabajo (Figura 42, panel 
D) se observan bandas coincidentes en 15 kDa, entre 20 y 30 kDa, entre 30 y 40 kDa, 50 
kDa y alrededor de 60 kDa. 
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Figura 43. Perfiles cromatográficos y electroforéticos del veneno de serpiente de la especie L. acrochorda. 
Las proteínas del veneno crudo de L. acrochorda de la Costa Pacífica fueron fraccionadas en una columna C18. Las fracciones 
fueron colectadas manualmente y analizadas por SDS-PAGE en condiciones no reductoras (panel superior) y en condiciones 
reductoras (panel inferior) [24].   
 
 
Figura 44.Separación de las proteínas del veneno de la especie L. muta por RP- HPLC seguido de SDS-PAGE. 
La muestra de veneno pertenece a L. muta de la región de Santa Cruz de la Sierra, Bolivia, corridas bajo condiciones no 
reductoras (panel superior) y condiciones reductoras (panel inferior). En el costado izquierdo de los geles electroforéticos, 
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4.2.6. Género Porthidium 
En este estudio se usaron 2 muestras de veneno de serpiente del género Porthidium,   una 
muestra de la especie P. lansbergii  proveniente de la región Andina y la otra muestra de 
la especie P. nasutum proveniente de la región Pacífica colombianas,  específicamente de 
Carepa-Antioquia y Pereira-Risaralda respectivamente (Figura 23, página 42). 
 
 
Figura 45. Perfil cromatográfico del género Porthidium. 
Muestras de veneno de las especies de Porthidium lansbergii de la región Andina (Carepa-Antioquia) y P. Nasutum de la 
región Pacífica (Pereira-Risaralda) de Colombia, Panel A y B respectivamente. Los paneles muestran la separación por 
HPLC en fase reversa de las proteínas del veneno Se inyectaron 20 µL de la solución de  veneno en una columna 
Lichrosphere RP100C18 (250x 4mm, 5 µm) con las siguientes condiciones cromatográficas: flujo en gradiente no lineal de 
TFA en agua 0,1 % (Solución A) y ACN (Solución B) así, 95% A: 5% B por 10 min, seguido por 85 % A: 15% B por 20 min, 
55% A: 45% B por 120 min, 30 % A: 70% B por 30 min. Las fracciones fueron colectadas manualmente. 
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Al evaluar los perfiles cromatográficos de las dos especies del género Porthidium se 
observa similitud en su composición y abundancias (Figura 45 y Tabla 21). Se observan 
pocas diferencias entre ambos venenos las cuales son más evidentes en las fracciones FII 
y FIII, donde el veneno de la especie P. nasutum (Figura 45, Panel B) presenta mayor 
número de proteínas, como son los picos 8 (fracción FII) y 11 (fracción FIII) con alturas de 
100 mAU aproximadamente, que no se ven en el perfil de P. lansbergii. El perfil de P. 
lansbergii  (Figura 45, Panel A) presenta una abundancia relativamente mayor en las 
proteínas representadas con los picos 11 y 12 con alturas de 100 mAU aproximadamente. 
Se observa además que la fracción FI en ambas especies  cuenta con los mismos picos 
(del 1 al 4) y relativamente en las mismas proporciones según sus unidades de 
absorbancia (Figura 45, Panel A y B).  La fracción FV para ambos venenos muestra 
diferencia aparente solo en su altitud, en el perfil de P. lansbergii el pico 14 cuenta con 
1500 mAU mientras que en el perfil de P. nasutum el pico 15 cuenta con 1900 mAU.  Se 
construyó la Tabla 21 que resume los intervalos de tiempo en que se tomaron las 
fracciones cromatográficas para cada muestra de veneno. 
 
 
No. de fracción 
 
Tiempo de corrida (min) 
I 22 – 50 
II 68 – 84  (P. Lansbergii) 
68 – 90 (P. nasutum) 
III 110 – 130 (P. Lansbergii) 
110 – 135 (P. nasutum) 
IV 136 – 153 (P. Lansbergii) 
135 – 148 (P. nasutum) 
 
V 
153 – 180 (P. Lansbergii) 
148 – 175 (P. nasutum) 
 
Tabla 21. Intervalos de tiempo para cada fracción cromatográfica entre especies del género Porthidium. 
El No. de fracción corresponde a la fracción cromatográfica y el tiempo de corrida corresponde al intervalo de tiempo  en que 
se tomó la fracción. 
 
No se aprecian diferencias significativas entre los perfiles electroforéticos del veneno de P. 
Lansbergii y sus fracciones en condiciones reductoras y no reductoras, al igual que el 
veneno de P. nasutum (Figura 46). Los péptidos de bajo peso molecular de la fracción FI 
que se observan en los cromatogramas (Figura 45, panel A y B) de estas dos especies de 
Prothidium, no se alcanzan a observar en los perfiles electroforéticos (Figura 46).  En la 
fracción FII del veneno de P. Lansbergii solo se observan bandas de 20 kDa y 23 kDa al 
parecer de SP en condiciones reductoras (Figura 46 panel E), mientras que en la misma 
fracción del veneno de P. nasutum (Figura 46 panel C) se observan bandas de 10 kDa 
parecidas a las Desintegrinas; 18kDa y 19 kDa como las CRISP; bandas de 24 kDa que 
podrían pertenecer a la familia CRISP o CTL, coincidiendo con los tiempos de corrida de 
los picos 5, 6 y 7 de P. lansbergii y de los picos 5, 6, 7 y 8 de P. nasutum en los perfiles 
cromatográficos (Figura 45, panel A y B).   
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Figura 46. Perfiles electroforéticos del género Porthidium. 
Separación del veneno y sus fracciones cromatográficas  en SDS-PAGE, corridas bajo condiciones no reductoras de la 
especie P. lansbergii Andina (panel A, B), P. nasutum Pacífica (panel D), y reductoras P. lansbergii Andina (panel A, C), P. 
nasutum Pacífica (panel E). El marcador de peso molecular (en kDa) está indicado al lado de cada gel. 
Las siguientes son las posibles asignaciones de familias de proteínas por cada fracción 
cromatográfica: 
 
La fracción FIII del veneno de P. lansbergii no muestra bandas en ninguna condición 
electroforética; en la misma fracción del veneno de P. nasutum se observa una banda de 
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abundancia de las bandas de 23 - 25 kDa que podría ser de svMP P-I;  50 -55 kDa al 
parecer de svMP P-III;  mientras que las bandas con mayor abundancia en el veneno de 
P. nasutum están en 25 kDa correspondiendo a CRISP o svMP P-I; 30 kDa probablemente 
de SP y 55 kDa de LAO. En menor abundancia para esta fracción en el veneno de  P. 
lansbergii se encuentran bandas de 100 kDa tal vez de PDE; 120 kDa como svMP P-III; 
160 kDa de la familia svMP P-III; 220 kDa de la familia svMP P-III, coincidiendo con los 
tiempos de corrida de los picos 8, 9, y 10 de P. lansbergii y de los picos 9, 10, 11 y 12 de 
P. nasutum en los perfiles cromatográficos (Figura 45, panel A y B).  Las proteínas de 
menor presencia en la fracción FIV para el veneno P. nasutum corresponden a la banda 
de 58 kDa de svMP P-III y 100 kDa al parecer de  svMP P-III, (Figura 46 y Tablas 9 y 10, 
páginas 24 y 25) [26,27], lo cual está relacionado con lo observado en los picos 11 y 12 de 
P. lansbergii y de los picos 13 y 14 de P. nasutum en los perfiles cromatográficos (Figura 
45, panel A y B).   
 
La fracción FV del veneno de P. lansbergii  deja ver mayor abundancia de la banda de 25 
kDa que podría corresponder a svMP P-I y una banda de 28 kDa para svMP P-I; la mayor 
abundancia en esta fracción del veneno de P. nasutum tiene un valor de 25 kDa 
perteneciente posiblemente a svMP P-I. En esta fracción el veneno de P. lansbergii  
muestra además otras bandas de menor abundancia a 60 kDa como LAO o svMP P-III;  80 
kDa como LAO o 5´NU y 220 kDa tal vez de svMP P-III; mientras que en el veneno de P. 
nasutum se encuentran bandas de 28 kDa como svMP P-I; 50 kDa como LAO; 70 kDa que 
podría ser de svMP P-III; 160 kDa de LAO y 220 kDa aparentemente de LAO (Figura 46 y 
Tablas 9 y 10, páginas 24 y 25) [26,27], presentando estos datos relación con los picos 
presentes en los perfiles cromatográficos (Figura 45, panel A y B).  
 
El ICP cuenta con estudios proteómicos del veneno de la especie P. lansbergii [26] (Figura 
47), en este caso el perfil cromatográfico permite observar una similitud con el obtenido en 
este trabajo, en especial en lo que respecta a la primera fracción FI, segunda fracción FII 
y tercera fracción FIII cromatográficas (Figura 45, panel A), de igual forma es posible 
comparar los perfiles electroforéticos. De esta manera, en el análisis electroforético se 
pueden comparar las condiciones reductoras  puesto en condiciones no reductoras no se 
reporta el estudio del ICP [26] (Figura 47). En cuanto a las condiciones reductoras para la 
muestra reportada en la literatura [26] (Figura 47, panel superior) y en las muestras 
analizadas en este trabajo (Figura 46, panel C) se observan bandas coincidentes entre 20 
y 25 kDa y en 50 kDa. 
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Figura 47. Separación de las proteínas del veneno de P. lansbergii en RP- HPLC seguido de SDS-PAGE. 
La muestra de veneno pertenece a P. lansbergii de la región de Juan de Acosta, Departamento del Atlántico, Colombia; el 
veneno fue fraccionado en una columna C18 (panel B), eluído en gradiente con ACN (línea punteada), las fracciones fueron 
separadas luego por SDS-PAGE corridas bajo condiciones reductoras (panel A). En el costado derecho de los geles 
electroforéticos, se indican las masas moleculares (kDa) [26]. 
 
El ICP además ha realizado estudios donde ha evaluado la proteómica de la especie P. 
nasutum [27], reportando un perfil cromatográfico (Figura 48) que presenta una similitud 
con el obtenido en este trabajo para la misma especie, en especial el perfil que 
corresponde a las fracciones FI y FII (Figura 45), de igual forma es posible comparar los 
perfiles electroforéticos. En el análisis electroforético en condiciones no reductoras para la 
muestra reportada en la literatura [27] (Figura 48, panel superior) y en las muestras 
analizadas en este trabajo (Figura 46, panel D) se observan bandas coincidentes alrededor 
de 15kDa, entre 20 y 25 kDa, cerca de 60 kDa y entre 150 y 220 kDa. En cuanto a las 
condiciones reductoras para la muestra reportada en la literatura [27] (Figura 48, panel 
inferior) y en las muestras analizadas en este trabajo (Figura 46, panel E) se observan 
bandas coincidentes entre 10 y 15 kDa y entre 20 y 50 kDa y con igual abundancia las 
bandas entre 20 y 30 kDa. 
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Figura 48. Perfiles de elución de las proteínas del veneno de la especie P. nasutum por HPLC. 
El veneno total fue fraccionado en una columna C18, Las fracciones fueron analizadas por SDS-PAGE bajo condiciones no 
reductoras (gel superior) y condiciones reductoras (gel inferior). En el costado derecho de los geles electroforéticos, se 





5. Conclusiones y recomendaciones 
5.1. Conclusiones 
 
Se hallaron diferencias en cuanto al contenido proteico entre muestras de veneno de 
serpientes incluso dentro del mismo género y especie, ubicadas en regiones tanto 
distantes como cercanas, por los métodos electroforético y cromatográfico.  
 
La cuantificación del contenido proteico difiere entre géneros y especies por lo que se debe 
tener muy en cuenta al momento de la producción de antivenenos polivalentes. 
 
El conocimiento de la composición de las toxinas presentes en cada veneno, es  importante 
para la selección de especímenes durante la preparación de pools de veneno para la 
producción de los antivenenos. 
 
Se pudo establecer una posible asignación y correlación de las familias de proteínas 
presentes en los venenos con los efectos tóxicos reportados en la literatura por la 
mordedura y envenenamiento para cada género estudiado, así: 
 
Se asignó la posible presencia de PLA2 y svMP en el veneno del género Bothriechis lo cual 
va a provocar los efectos mionecrotico, fribrinolítico y hemorrágico, según la literatura; en 
el género Bothriopsis se estableció la posible presencia de SP, svMP y  PLA2, las cuales 
van a provocar daño tisular, reacción inflamatoria y hemorragia, de acuerdo  a la literatura; 
para el caso del género Bothrops se encontró una elevada presencia de posibles svMP lo 
que coincide con su acción hemorrágica reportada; en el caso del género Crotalus se 
propuso la presunta presencia de la PLA2 Crotoxina; en el género Lachesis se propuso la 
presencia mayoritaria de svMP y PLA2, que provoca daño vascular y necrosis según lo 
reportado en la literatura y finalmente en el género Porthidium se presentan las 
desintegrinas de acuerdo a su masa molecular, entre otras. 
 
Aunque el proceso de separación de las proteínas de veneno por HPLC y por SDS-PAGE 
requiere trabajo manual significativo, mostró que puede ser utilizado puesto que se 
obtuvieron los resultados esperados. La combinación de estos métodos permitió 
establecer diferencias en los perfiles proteicos de los venenos trabajados y por tanto estos 
perfiles se pueden incluir como parte de la caracterización de los venenos y establecer 
como estándares de referencia, lo cual permitirá obtener antivenenos más homogéneos.  
 
Los perfiles cromatograficos y electroforéticos pueden soportar el diseño de los 
antivenenos poliespecíficos dada la diferencia encontrada del contenido proteico dentro de 
géneros y especies. 
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En la mayoría de los casos la hidrofobicidad se correlacionó con el tamaño de las proteínas 
en las dos técnicas de separación tanto por HPLC como por SDS-PAGE, de esta forma 
fracciones de proteínas menos hidrofóbicas presentaron masas moleculares bajas (Ej. 
Desintegrinas) mientras que las fracciones más hidrofóbicas presentaron proteínas de 
masas moleculares altas (Ej. MP, LAO). 
5.2. Recomendaciones 
Se recomienda cuantificar previamente las proteínas en la muestras de veneno por 
cualquier  método, antes de llevar a cabo el proceso de inmunización o cuando se estén 
preparando los pools para inmunización esto con el fin de obtener resultados reproducibles 
y minimizar la variabilidad o respuestas inesperadas, además de inocular venenos en una 
misma proporción. 
 
Para conocer las abundancias relativas de las proteínas identificadas empleando HPLC-
RP y SDS-PAGE, se puede realizar la integración de los picos cromatográficos o 
alternativamente determinar la densidad de las bandas por SDS-PAGE. 
 
Bajo las condiciones de trabajo disponibles en la actualidad en el grupo donde se desarrolló 
este proyecto y teniendo en cuenta que no se posee un recolector automático de fracciones 
cromatográficas, una opción para mejorar las resoluciones electroforéticas podría ser el de 
utilizar geles unidimensionales de mayor tamaño. 
 
Aunque en este trabajo se lograron buenos resultados, si se quisiera mejorar la resolución 
electroforética de las proteínas, es recomendable utilizar geles de mayor tamaño (ej. 14 x 
14 cm), ya que los utilizados para el proyecto corresponden a minigeles (7.3 x 8.3 cm), que 
proveen rápida separación pero baja resolución. Al igual que si se empleara la 
electroforesis en 2-DE, la cual muestra mayor resolución que SDS-PAGE en mezclas 
complejas de proteínas. Por otra parte, esta técnica permitiría también seleccionar spots 
específicos para ser identificados por espectrometría de masas (MS). 
 
Se sugiere explorar la posibilidad de analizar la muestra individual de un solo espécimen 
en lugar de obtener pools con el fin de tener en cuenta una posible variación influenciada 
por la ontogenia de igual forma se recomienda identificar los venenos hasta la subespecie 
de la que provienen. 
 
Dadas las restricciones de presupuesto y tiempo, desde un comienzo no se planteó en el 
proyecto el uso de cromatografía acoplada a espectrometría de masas (HPLC-Masas) pero 
se considera que es necesaria si se quisiera secuenciar y diferenciar mejor las proteínas 
que componen los venenos. Para ello es recomendable que la Maestría fortaleciera los 
convenios de cooperación que garanticen la continuidad de este proyecto ya que se 
considera que sienta las bases para futuras investigaciones. 
 
Con el objeto de cruzar información acerca de los resutlados obtenidos de las pruebas 
bioquímicas descritas en este documento con los resultados obtenidos de las pruebas 
biológicas realizadas a los mismos venenos, es recomendable revisar el documento de 
tesis: Determinación de la neutralización de las actividades biológicas letal, hemorragia y 
desfibrinante causada por los venenos de serpiente de los géneros Bothriechis, Bothrops, 
Conclusiones 95 
 
Bothriopsis, Porthidium, Crotalus y Lachesis con suero antiofídico polivalente del Instituto 
Nacional de Salud para el mejoramiento de la atención del accidente ofídico en Colombia. 
Universidad Nacional de Colombia, Facultad de Medicina, Departamento de Salud Pública, 





A. Anexo: Cuantificación de 
proteínas 
Preparación del reactivo de trabajo (RT) 
 
Usar la siguiente fórmula para determinar el total del volumen de reactivo de trabajo 
requerido: 
 
(No. Estándares + No. Muestras) * (No. Replicas) * (Volumen de reactivo por muestra) = 
volumen total de reactivo requerido 
 
Preparar RT por la mezcla de 50 partes de reactivo A con 1 parte de reactivo B (50:1). 
El RT es estable por varios días cuando es almacenado en un contenedor hermético a 
temperatura ambiente. 
 
Preparación de una curva estándar de Albúmina (BSA): 
 
Usar la siguiente tabla como guía para preparar un grupo de proteína estándar. Pesar una 
cantidad de estándar de albúmina sérica bovina y diluir preferiblemente en el mismo 
diluente de la muestra para obtener una concentración de 2 mg/mL. Realizar la lectura al 
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µg/ml                  
Absorbancia 
curva estándar 
1 1 49 1000 1,5249 0,0879 
1.1 1 49 1000 1,5249 0,1143 
2 5 45 1000 7,6244 0,2754 
2.1 5 45 1000 7,6244 0,2914 
3 10 40 1000 15,2488 0,4894 
3.1 10 40 1000 15,2488 0,4856 
4 15 35 1000 22,8732 0,6933 
4.1 15 35 1000 22,8732 0,7530 
5 20 30 1000 30,4976 0,9130 
5.1 20 30 1000 30,4976 0,8718 
6 25 25 1000 38,1220 1,1080 
6.1 25 25 1000 38,1220 1,1182 
7 30 20 1000 45,7464 1,3180 
7.1 30 20 1000 45,7464 1,3241 
8 35 15 1000 53,3708 1,5046 











B. Anexo: Preparación de 
soluciones para uso en 
electroforesis 
Solución Acrilamida/Bisacrilamida (30% T, 2.67% C) 
REACTIVO Volumen Final 
50 ml 100 ml 
Acrilamida 14.6 g 29.2g 
Bisacrilamida 0.4 g 0.8 g 
Añadir agua tipo reactivo (tipo I) hasta completar el volumen, conservar protegido de la luz, en refrigeración (2 a8 ºC). El 
reactivo acrilamida en polvo tiene un efecto neurotóxico, por lo tanto se debe usar máscara, guantes y lentes de protección 
para su manipulación. 
 
Azul de Bromofenol al 0.5% 
REACTIVO Volumen Final 
20 ml 40 ml 
Azul de Bromofenol  0,1 g 0,2 g 
Añadir agua tipo reactivo (tipo I) hasta completar el volumen, conservar protegido de la luz. 
 
Amortiguador Gel Separador: Tris/HCl1,5 M pH 8,8 
REACTIVO Volumen Final 
100 ml 200 ml 
TRIS 18.15 g 36.30 g 
Añadir agua tipo reactivo (tipo I) hasta completar el volumen. Ajustar el pH con HCl 6 N hasta pH 8,8. Conservar 
protegido de la luz en refrigeración (2 a 8 ºC). 
 
Amortiguador de Gel Concentrador: Tris /HCl0.5 M pH 6,8 
REACTIVO Volumen Final 
100 ml 200 ml 
TRIS 6 g 12 g 
Añadir agua tipo reactivo (tipo I), hasta completar el volumen. Ajustar pH con HCl 6 N hasta 6,8.  Conservar protegido 
de la luz en refrigeración (2 a 8 ºC). 
 
Solución de Persulfato de Amonio (PSA) al 10% 
REACTIVO Volumen Final 
0.5 ml 1 ml 
Persulfato de Amonio (PSA) 0.05 g 0.1 g 
Disolver en 1ml de agua tipo reactivo, la preparación se debe realizar para su uso en cada ensayo. 
 
100  Análisis comparativo del contenido proteico de venenos de serpientes de la  
familia Viperidae de diferentes regiones de Colombia mediante el empleo de 
cromatografía líquida y electroforesis 
 
Solución Tampón de corrida 1 X 
REACTIVO Volumen Final 1L 
Tris 3 g 
Glicina 14.4 g 
SDS 1 g 
Añadir agua tipo reactivo (tipo I) hasta completar 1 litro. Almacenar a temperatura ambiente, refrigerar para su uso. 
 
BUFFER MUESTRA 2X Concentración final Para un volumen de 10 ml 
Tris/HCl 0.5 M pH 6,8 Tris HCl 0.125 M pH 6.8 2.5 ml 
Glicerol 20% 2 ml 
SDS 10% 4% 4 ml 
Azul de Bromofenol 0.5% 0.01 % 0.2 ml (200 μl) 
Agua Grado Reactivo Tipo I Completar volumen 1.3 ml 
BUFFER MUESTRA EN 
CONDICIONES REDUCTORAS Para 
obtener condiciones reductoras en la 
muestra tomar 900 μl de buffer 
muestra 2x y 100 μl de 
2Mercaptoetanol 
10% 1 ml 
 
Solución fijadora 
REACTIVO Volumen Final 
100 ml 200 ml 
Etanol 30 ml 60 ml 
Ácido Acético 10 ml 20 ml 
Agua tipo reactivo (tipo I) 60 ml 120 ml 
Se recomienda prepara antes de su uso. Preparar en cámara de extracción y conservar a temperatura ambiente. 
 
Solución Colorante 
REACTIVO Volumen Final 
500 ml 1000 ml 
Metanol 225 ml 450 ml 
Azul de Coomassie 0.25 g 0.5 g 
Ácido Acético 46 ml 92 ml 
Agua tipo reactivo (tipo I) 230 ml 460 ml 
Preparar la solución en el orden de los reactivos, si es necesario filtrar antes de usar, esta solución puede ser 
reutilizada sin embargo puede perder sensibilidad con el tiempo. Preparar en cámara, mezclar y almacenar a 
temperatura ambiente. Conservar a temperatura ambiente 
 
Solución decolorante 
REACTIVO Volumen Final 
500 ml 1000 ml 
Metanol 225 ml 450 ml 
Ácido Acético 50 ml 100 ml 
Agua tipo reactivo (tipo I) 225 ml 450 ml 







C. Anexo C: Carta de aceptación del 
comité de ética 
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